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Resumo 
As doenças cardiovasculares, dentre elas a trombose a aterosclerose, são as 
principais causas de morte no mundo globalizado, atingindo principalmente países em 
desenvolvimento, sendo o sedentarismo e a obesidade considerados alguns dos fatores de risco 
na gênese dessas doenças. A prática de exercícios físicos é indicada para a prevenção de 
problemas cardíacos, e pode ser também indicada de maneira terapêutica em indivíduos já 
adoentados, estando diretamente relacionada com a melhora da função endotelial, regulação da 
pressão arterial, melhora de variáveis inflamatórias e redução do estresse oxidativo. A relação 
entre o exercício físico e a trombose arterial ainda não está totalmente estabelecida e, por isso, 
este trabalho visou estudar o efeito do exercício físico na trombose e no remodelamento 
vascular em camundongos ateroscleróticos, mimetizando indivíduos com propensão ao 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares. O projeto foi realizado em camundongos 
deficientes no receptor de LDL alimentados com dieta hiperlipídica submetidos a lesão arterial 
química por cloreto férrico para induzir a trombose e ao exercício físico de alta intensidade 
realizado antes e depois da injúria. Realizamos o teste de VO2máx para determinar a intensidade 
do exercício físico e a capacidade física dos animais após o protocolo de treinamento. 
Analisamos o tamanho do trombo arterial uma hora após a lesão e também a recuperação do 
endotélio 21 dias após esta, tempo em que ocorre a proliferação de células musculares lisas 
(neoíntima). Verificamos também os níveis de colesterol e triglicerídeos no plasma, a deposição 
de lipídeos na raiz da aorta e o peso corporal dos animais. Além disso, analisamos a presença 
de ICAM, LY6G, CD31 e CD34, marcadores celulares relacionados à adesão, superfície 
celular, presença de células inflamatórias e de progenitoras endoteliais (CPEs) e eNOS, além 
da atividade de metaloproteinases por zimografia in situ e em gel. Observamos que o exercício 
físico é capaz de aumentar a capacidade física dos animais, reduzir o peso corporal e os níveis 
de colesterol. Nas análises histológicas, observamos uma redução significativa na porcentagem 
de trombo nos animais exercitados, assim como na porcentagem de neoíntima nos grupos com 
exercício apenas após a lesão e também antes e após a injúria, além de uma redução na 
porcentagem de deposição de lipídeos na raiz da aorta nos grupos exercitados. Constatamos que 
a atividade física reduziu a presença do marcador de adesão celular (ICAM), assim como o de 
inflamação (LY6G), promovendo uma recuperação do endotélio lesionado através do aumento 
na marcação de células endoteliais (CD31) e recrutamento de CPEs, em uma via dependente de 
eNOS. Por fim, observamos um aumento na atividade das metaloproteinases na artéria carótida 
dos grupos exercitados, sendo que, no balanço geral, houve um aumento de MMP-2 e uma 
redução de MMP-9, além de uma redução da atividade dessa enzima na raiz da aorta. Deste 
modo, pudemos concluir que o exercício físico é capaz de contribuir para recuperação do 
endotélio lesionado, tanto diminuindo o processo trombótico quanto promovendo o 
remodelamento arterial positivo após a lesão, através de mecanismos dependente da atividade 
das metaloproteinases, eNOS e CPEs. 
Palavras-chave: Trombose arterial; Exercício físico; Aterosclerose; Metaloproteases. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract 
Cardiovascular diseases, amongst them thrombosis and atherosclerosis, are the main 
causes of death on globalized world, mainly on developing country. Sedentary lifestyle and 
obesity are considered risk factors on genesis of these diseases. Because of that, the practice of 
physical exercises is extremely indicated to prevent cardiac problems and can also be 
designated as a therapeutic treatment to improve endothelial function, regulate arterial blood 
pressure, ameliorate inflammatory variables and reduce oxidative stress. The relation between 
physical exercises and arterial thrombosis is not completely elucidated therefore, the main 
objective of this study, is to analyze the effects of physical exercises on thrombosis and vascular 
remodeling on atherosclerotic mice model, which mimics individuals with propensity to 
cardiovascular diseases development. We used LDL receptor deficient mice fed with high-fat 
diet with an arterial lesion model using ferric chloride to induce thrombosis and with physical 
exercise before and after injury. We performed VO2max test to determine physical exercise 
intensity and animal’s physical capacity after the training protocol. We analyzed thrombus 
formation one hour after injury and endothelium recuperation 21 days after that, when there is 
smooth muscle cells proliferation (neointima). We determined the plasma levels of cholesterol 
and triglycerides, lipid deposition on aortic sinus and body weight of animals. We also verified 
the presence of ICAM, LY6G, CD31 and CD34, cellular markers related to adhesion, cell 
surface, inflammatory, endothelial progenitor cells (EPCs) and eNOS, besides 
metalloproteinases activity by in situ and gel zimography. We observed that our physical 
exercises protocol was able to improve the animal physical capacity, reduce body weight and 
cholesterol levels. With the histological analysis, we observed a significant reduction on 
thrombus size on the exercised animals and after 21 days a decrease in neointima formation in 
groups with exercises after injury and exercises before and after injury, besides a reduction on 
lipid deposition on aortic sinus on exercised groups. We verified that physical activity reduced 
the presence of the cellular adhesion marker (ICAM) and of LY6G, an inflammatory cell 
marker, promoting also endothelium recuperation through an increase on endothelial cells 
(CD31) and EPCs recruitment, in a pathway dependent of eNOS. We also observed an increase 
on metalloproteinases activity on carotid artery of exercised animals, with an increase on MMP-
2 and a decrease on MMP-9, besides a reduction of that activity on aortic sinus. Thus, we could 
conclude that physical exercises can contribute positively to endothelium recuperation, by 
decreasing thrombotic process and promoting positive arterial remodeling after lesion, through 
mechanisms dependent of metalloproteinases, eNOS and EPCs recruitment.      
Key-words: Arterial thrombosis; Physical exercise; Atherosclerosis; Metalloproteases. 
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INTRODUÇÃO 
Doenças cardiovasculares 
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), as doenças cardiovasculares são 
a principal causa de morte no mundo, sendo que em 2015, estima-se que 17,7 milhões de 
pessoas morreram devido a essas doenças, o que equivale a 31% de todas as mortes em nível 
global. Mais de três quartos dessas mortes ocorre em países de baixa e média renda, como 
mostra o gráfico abaixo (Figura 1) obtido do site da OMS (WHO, 2012). 
 
Figura 1. Mortalidade por doenças cardiovasculares em ambos os sexos (WHO, 2012). 
Ainda segundo a OMS, inúmeros fatores de risco estão relacionados com a alta 
incidência dessas doenças, como tabagismo, sedentarismo, obesidade, uso excessivo de álcool, 
fator genético, entre outros. Como recomendação, enfatiza-se a prática de atividade física para 
a redução da ocorrência das doenças cardiovasculares, assim como dietas mais saudáveis e 
políticas de saúde que motivem as pessoas a adotarem e manterem comportamentos benéficos. 
Exercício físico 
O sedentarismo é um dos fatores de risco para mortes no mundo, sendo que mais 
de 80% dos adolescentes é fisicamente inativo e 1 em cada 4 adultos não é ativo o suficiente, 
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segundo a OMS. A intensidade de atividade física recomendada depende da idade e varia entre 
as pessoas, porém para a saúde cardiorrespiratória, deve ser feita em turnos de pelo menos 10 
minutos de duração cada. Essa intensidade pode ser determinada de várias formas e é 
tradicionalmente prescrita através da porcentagem de consumo máximo de oxigênio 
(%VO2máx) ou frequência cardíaca máxima (HRmáx), separando-se entre baixa, moderada e 
alta intensidades [1]. 
Quando realizado de forma regular, o exercício físico está diretamente relacionado 
com a redução na incidência de doenças cardiovasculares, principalmente por melhorar a 
função endotelial, a capacidade física em pacientes com doenças crônicas do coração e doenças 
arteriais [2]. Além disso, está associado com melhoras na pressão arterial, diminuição da 
expressão de moléculas inflamatórias e redução do estresse oxidativo, principalmente por 
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, como óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), 
superóxido desmutase [2], MnSOD (superóxido desmutase dependente de manganês), 
glutationa peroxidade e catalase [3].  
Ainda, a atividade física praticada de forma regular parece estar relacionada com o 
atraso no acúmulo de danos promovidos por espécies reativas de oxigênio (EROs), como 
acúmulo de íons hidrogênio e geração de espécies reativas de nitrogênio, ao melhorar a proteção 
antioxidante do miocárdio através de um aumento das enzimas citadas acima [3]. 
Os mecanismos moleculares envolvidos nos benefícios da prática do exercício 
físico têm sido muito estudados, sendo que já foram demonstrados efeitos positivos no 
metabolismo da glicose, na função do músculo esquelético, força muscular, estabilidade óssea, 
coordenação motora, bem-estar fisiológico e em funções de outros órgãos, como o coração. 
Dentre as funções cardíacas, vale ressaltar que, principalmente em corações de atletas, o 
exercício físico causa hipertrofia do ventrículo esquerdo, que ocorre como um mecanismo de 
adaptação do coração devido ao aumento em sua atividade ou sobrecarga funcional [4].  
Existe também uma resposta vasomotora ao exercício físico que está diretamente 
relacionada ao estresse mecânico devido ao fluxo sanguíneo, levando a uma vasodilatação e 
aumento na mobilização de células progenitoras endoteliais (CPEs) para regeneração do 
endotélio vascular em decorrência de uma sinalização celular dependente de eNOS e óxido 
nítrico. Nesse caso, células endoteliais devem atuar como sensores mecânicos que transformam 
esse estresse em sinais bioquímicos, em conjunto com a atuação de proteínas de adesão celular 
e plaquetas [3]. 
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Ainda, a atividade física afeta as concentrações de diversas citocinas, hormônios e 
fatores de crescimento, também atuando sobre o balanço energético do organismo, e esses 
fatores estão diretamente relacionados em acelerar a morte celular ou prolongar a sobrevivência 
da célula, dependendo da duração e intensidade desse exercício [5].  
Aterosclerose 
Aterosclerose é uma doença inflamatória crônica que atinge principalmente a 
parede das artérias de médio e grande calibre [6], estando relacionada com uma disfunção 
cardiovascular e sendo uma das primeiras causas de morte em países desenvolvidos. Ela pode 
se iniciar devido a uma ativação endotelial causada por estresse oxidativo associada com fatores 
de risco, como predisposição genética, diabetes mellitus, hipertensão, fumo, idade, obesidade e 
síndromes metabólicas. Com isso, há a formação de lesões e placas no endotélio vascular, com 
células sanguíneas, lipídios e proteínas com acúmulo de cálcio, resultando na expansão vascular 
e bloqueio do fluxo sanguíneo local, podendo levar a uma ruptura da parede do vaso, causando 
infarto e ataque cardíaco [7].  
A etapa inicial da aterosclerose ocorre quando partículas de LDL penetram na 
camada íntima do vaso sanguíneo e, se os níveis de LDL estiverem elevados, estes se 
acumulam, lesionando o endotélio local. Essas partículas se tornam pró-inflamatórias pela ação 
de enzimas que as oxidam e, com isso, há ativação de uma resposta do sistema inflamatório 
nessa camada íntima [8]. Essa resposta se inicia quando o endotélio se torna ativado e secreta 
moléculas de adesão, em um estágio de adesão transiente, como P- e E-selectinas endoteliais, 
que se ligam a carboidratos presentes na superfície dos leucócitos, atraindo estas células para o 
local da lesão. Além disso, há a interação de uma integrina específica do leucócito com VCAM-
1 endotelial e ambas interações permitem que as células “rolem” sobre a parede do vaso para o 
estágio subsequente, que é rápido e aumenta a força de adesão dos leucócitos ao endotélio (via 
liberação de quimioatraentes e expressão de integrinas, como ICAM-1 e VCAM-1) [8, 9]. 
A aderência de leucócitos ao endotélio em sítios específicos na parede arterial leva 
ao processo subsequente de migração dessas células para o espaço subendotelial, onde alguns 
monócitos captam lipídios e tornam-se células espumosas. Nessa camada, há o acúmulo 
também de linfócitos, mas sem granulócitos e esse recrutamento celular, via expressão de 
moléculas de adesão, persiste enquanto houver a condição de hipercolesterolemia (Figura 2) 
[10]. Ainda, células musculares lisas presentes na camada média desse vaso sanguíneo secretam 
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citocinas e quimioatraentes que recrutam mais monócitos, linfócitos e neutrófilos para o local 
da lesão com o objetivo de resolução do processo inflamatório (Figura 2) [8, 10].  
Todos esses eventos inflamatórios levam à migração dessam células musculares 
lisas para a camada íntima, formando uma capa fibrosa nas placas ateroscleróticas, além 
produzirem enzimas proteolíticas, como as metaloproteinases (MMPs), que são responsáveis 
pela degradação da matriz extracelular local e instabilidade dessas lesões [9]. Quando em 
estágio avançado, as placas ateroscleróticas podem romper, levando à exposição das camadas 
subendoteliais, ativação de plaquetas e a formação de trombo [8, 11] (Figura 2).  
 
Figura 2. (A) Evolução da aterosclerose e moléculas envolvidas (adaptado de Herranz, F. et al, 2014 [9]). (B) 
Corte histológico de raiz de aorta de camundongo LDLr-/-, com coloração Oil Red O para identificação de lipídeos, 
sendo em vermelho as placas ateroscleróticas (Frodermann, V. et al, 2015 [12]). 
A aterosclerose é uma doença silenciosa, podendo levar décadas para manifestar os 
primeiros sintomas [13], sendo que alguns dos principais tratamentos utilizados para a 
revascularização do local obstruído por ela são a revascularização e a angioplastia [14]. 
Estudos demonstraram que fatores genéticos e ambientais, sozinhos ou em 
combinação, tem papéis importantes na etiologia da aterosclerose, sendo que diversos fatores 
de risco também devem ser considerados. Para os estudos em laboratório dois modelos 
principais têm sido utilizados no estudo dessa doença que são: os camundongos deficientes na 
apoliproteína E (apoE-/-) ou deficientes no receptor da molécula de LDL (LDLr-/-) [15, 16]. 
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Os camundongos ApoE-/-desenvolvem uma hipercolesterolemia mais severa, alimentados ou 
não com dieta hiperlipídica, enquanto que os LDLr-/- desenvolvem de forma mais lenta a 
doença quando alimentados com dieta normal e, com dieta hiperlipídica, a aterosclerose torna-
se mais visível [17]. 
Nesse trabalho, foi escolhido o modelo LDLr-/-, desenvolvido em 1993 por 
Ishibashi et al. Estes animais apresentam anormalidades nas lipoproteínas transportadoras de 
colesterol, com aumento nos níveis de LDL e VLDL, o que leva a um nível de aproximadamente 
250mg/dl de colesterol no sangue sob dieta balanceada, não desenvolvendo a aterosclerose. Por 
isso, quando submetidos a uma alimentação rica em gordura por 18-20 semanas, o nível de 
colesterol pode chegar a 1500mg/dl com a formação de grandes lesões ateroscleróticas [18]. 
Buscamos atingir o nível de colesterol de duas a três vezes maior que o nível normal, já que em 
trabalhos realizados anteriormente no laboratório, camundongos com níveis muito elevados de 
colesterol tendem a morrer durante a cirurgia, não sendo possível a continuidade do 
experimento. 
Assim, pode-se dizer que a patogênese da aterosclerose é complexa, poligênica e 
multifatorial e processos relacionados à inflamação, hiperglicemia, elevada pressão arterial e/ou 
alteração da coagulação/fibrinólise afetam o desenvolvimento dessa doença [19]. Em humanos, 
estudos relataram que, independente da origem étnica, indivíduos que tem uma alimentação 
rica em gordura, principalmente a saturada, tem elevados níveis de colesterol e maior incidência 
de aterosclerose coronariana, quando comparado àqueles que têm dieta com menos gordura 
[20]. 
Exercício físico e aterosclerose 
Diversos estudos têm reportado a eficácia da prática de atividade física na melhora 
da aterosclerose, dentre eles Meilhac, O., et al. mostraram que o exercício físico é capaz de 
reduzir o colesterol total do sangue em 15% e, também, reduzir a progressão dessa doença em 
40% em animais LDLr-/- alimentados com uma dieta rica em gordura e submetidos a exercício 
agudo (1 semana) e crônico (6 semanas). Além disso, esse estudo mostrou que a atividade física 
aumenta a expressão da proteína eNOS (óxido nítrico sintase endotelial), indicando a ativação 
de uma defesa antioxidante na aorta do camundongo, principalmente após o exercício crônico 
[21]. 
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A determinação do efeito do exercício físico na aterosclerose depende do grau de 
desenvolvimento doença, da intensidade da atividade e do tipo de lesão observada. Quanto à 
intensidade, tem sido mostrado que a atividade moderada é mais efetiva na redução e controle 
das placas de ateroma, seja por corrida em esteira [22], corrida voluntária [23] ou natação [24]. 
Porém, um estudo utilizando camundongos LDLr-/- submetidos ao exercício de baixa e 
moderada intensidades, determinadas através do teste de VO2máx, obteve um efeito positivo 
também na atividade física em menor intensidade, com resultados similares aos encontrados 
com exercício moderado [25].  
Além disso, cada estágio dessa doença tem uma resposta diferente ao exercício. Em 
nosso laboratório, pudemos observar que, em camundongos com altos níveis de colesterol e 
grande presença de placas de ateroma, a eficácia do exercício físico é reduzida (Godoy, 2016  
em fase final de preparação). Ainda, Ajijola et al. mostraram que camundongos com lesões 
avançadas submetidos ao exercício aeróbico não obtém resultados positivos quanto à 
aterosclerose, enquanto que em camundongos com lesões em estágios iniciais a atividade física 
mostrou-se benéfica. Isso sugere que o exercício físico reduz a progressão da aterosclerose, mas 
não reverte lesões em estágio avançado [26].  
Estudos mais recentes têm mostrado o efeito do exercício físico moderado tanto na 
prevenção, quanto no tratamento da aterosclerose, promovendo uma alteração nas 
características das placas ateroscleróticas, passando para um fenótipo mais estável devido a 
uma maior deposição de colágeno [27, 28] e também uma redução nos níveis de lipídios no 
caso do exercício profilático [28]. Os mecanismos envolvidos nesses processos vem sendo 
estudados, e já foi verificada a inibição da via de sinalização CD40, responsável pelo processo 
inflamatório [29] e também a participação do receptor peroxissomal de proliferação do tipo 
gamma (PPAR-γ), característico de tecido adiposo [30]. 
Trombose 
A trombose se caracteriza pela formação de um coágulo em um vaso sanguíneo e 
este pode causar obstrução total ou parcial do fluxo sanguíneo, podendo acometer veias e 
artérias. Quando em veias, a trombose ocorre principalmente por estagnação do fluxo, sem 
ocorrer necessariamente dano no endotélio [31] e pode ser desencadeada por fatores como a 
idade avançada, em que há um aumento de fatores de coagulação sanguínea no plasma [32], 
traumas, cirurgia, longo tempo de imobilização, câncer e gravidez [33]. A trombose arterial é 
iniciada após a lesão do endotélio, sendo o trombo constituído principalmente de plaquetas, que 
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após a lesão são rapidamente recrutadas para o local interagindo com o colágeno e o fator de 
Von Willebrand, além da trombina e fibrina, formando uma rede para promover a cicatrização 
do vaso [34]. Nas doenças cardiovasculares, a trombose pode ser desencadeada pela ruptura de 
placas ateroscleróticas [35, 36], hipertensão arterial, hipercolesterolemia, lesão direta ao 
endotélio, entre outros [37]. 
Em uma injúria na parede vascular ocorre o extravasamento do sangue da circulação 
e se iniciam eventos na parede do vaso e no sangue para o restabelecimento da homeostase do 
sistema vascular. Plaquetas circulantes são recrutadas para o local, onde se tornam o 
componente principal na formação do trombo (Figura 3), ativando a cascata de coagulação 
sanguínea através da via extrínseca, que é iniciada pelo recrutamento de fator tecidual, 
promovendo posteriormente a geração de trombina e fibrina, sendo esta responsável pela 
estabilidade do trombo através da formação de uma rede de fibrina. Esses eventos ocorrem 
simultaneamente e, em condições normais, mecanismos regulatórios controlam a formação do 
trombo temporal e espacialmente. Porém, em condições patológicas, quantidades excessivas de 
trombina iniciam a trombose [38]. 
 
Figura 3. Trombose arterial. A lesão endotelial leva à exposição do fator tecidual (TF), ativando plaquetas que 
migram para o local e levam à formação do trombo, com participação de trombina e fibrina (Adaptado de 
Mackman, N. et al, 2007 [39]).  
Em particular, a perda de células endoteliais devido a uma injúria vascular leva à 
migração e proliferação de células musculares lisas com grande quantidade de MMPs, 
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resultando na formação de neoíntima (Figura 4) e levando a um processo inflamatório que 
envolve a expressão de fatores de crescimento e citocinas. Para tanto, a prevenção da formação 
dessa camada de células musculares é de extrema importância no processo de reendotelização 
e reparo do endotélio [40]. 
 
Figura 4. (A) Proliferação de células musculares lisas após injúria vascular, com a formação da neoíntima 
(Adaptado de Ashino et al, 2016 [41]). (B) Neoíntima em vaso sanguíneo de camundongo (Vicente et al, 2007 
[42]). 
Diversos modelos de indução de trombose já foram estabelecidos, seja por injúria 
quimica com cloreto férrico, injúria elétrica ou mecânica ou por obstrução do fluxo sanguíneo 
com auxílio de constrição física [43-47]. Estes provocam uma injúria no endotélio de tal forma 
que ativam a cascata de coagulação, ocasionando a trombose. 
Para que haja o restabelecimento normal do fluxo sanguíneo, no caso de uma 
obstrução provocada por trombose, um dos tratamentos mais utilizados associa-se à intervenção 
coronária percutânea, que consiste na dilatação mecânica via implante de uma endoprótese 
vascular ou “stents” no local onde ocorreu a interrupção do fluxo sanguíneo normal. Porém, 
esse procedimento endovascular promove uma lesão que produz trombina e estimula a ativação 
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plaquetária, a formação de trombos, a adesão de células inflamatórias e, em um período de três 
meses (em seres humanos), pode haver a formação da camada neoíntima, que levam à oclusão 
do lúmen do vaso em um processo denominado restenose em cerca de 30% dos pacientes [48].  
Em literatura, não foram encontrados trabalhos que relacionem a trombose com a 
prática de exercício físico, porém resultados preliminares realizados em nosso laboratório 
utilizando camundongos LDLr-/-, submetidos a lesão arterial por sonda metálica e exercício 
físico posteriormente por 7 ou 14 dias, mostraram que houve uma redução da área do trombo 
em aproximadamente 59% e de 95% na área de neointima no grupo exercitado (Godoy 2017, 
em fase final de preparação). Além disso, sabe-se que a atividade física é capaz de aumentar a 
quantidade de CPEs circulantes [2], o que pode auxiliar no reparo do endotélio lesionado devido 
à trombose. 
Metaloproteinases (MMPs) 
As metaloproteinases, ou metaloproteases, da matriz extracelular (MMPs) 
constituem uma família de enzimas proteolíticas que são reguladas por sinais liberados nesse 
meio e sendo secretadas por células do músculo liso, células endoteliais, monócitos e 
macrófagos. São capazes de degradar componentes da matriz, como colágeno, elastina, 
fibronectina e proteoglicanos, atuando principalmente no remodelamento vascular e na 
instabilidade de placas ateroscleróticas [49]. 
As MMPs são uma família de 25 membros estrutural e funcionalmente 
relacionados, sendo classificados em 5 grupos de acordo com sua estrutura primária e substrato 
específico. As principais MMPs são as colagenases (MMP-1, -8 e -13) e gelatinases (MMP-2 e 
-9) [50]. Elas são inibidas pelas TIMPs (reguladores teciduais de metaloproteinases), regulando 
sua atividade e, quando ocorre um desequilíbrio entre essas moléculas, pode haver um aumento 
na atuação das metaloproteinases, degradando excessivamente a matriz extracelular, levando a 
alterações que podem desencadear doenças [49].  
Estudos já mostraram um aumento na expressão e atividade de MMPs durante o 
desenvolvimento e crescimento de placas ateroscleróticas, assim como durante a formação de 
neoíntima e migração de células musculares lisas após lesão arterial em modelo experimental. 
Ainda, redução dessa migração com a inibição dessas enzimas proteolíticas in vitro, sendo que 
as principais MMPs atuantes nessa situação são a 2 e 9 [51]. 
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Pesquisas recentes têm estudado também o efeito do exercício físico na regulação 
das metaloproteinases, pois já se sabe que essa atividade tem efeitos benéficos na obesidade e 
doenças cardiovasculares, situações nas quais as MMPs estão presentes. A resposta delas ao 
exercício depende diretamente da duração e intensidade do mesmo, sendo que o exercício de 
resistência de longa duração (5-12 semanas) aumenta as MMP-2 e -9, enquanto que o exercício 
agudo diminui essas enzimas. Por outro lado, no exercício aeróbico, sabe-se que quando de 
longa duração (mais que 12 semanas), reduz a expressão de MMP-2 e -9, mas quando agudo 
aumenta essa atividade [52]. 
Já foi visto que ocorre uma redução na atividade da MMP-9 em lesões 
ateroscleróticas em animais exercitados, enquanto que MMP-2 mantém-se semelhante ao 
controle, e que em animais ApoE-/- ocorre um aumento das TIMPs [53, 54].  
Pouco se sabe a respeito da relação entre a trombose, exercício físico e as 
metaloproteinases, porém já se observou que após a formação do trombo, ocorre a proliferação 
de células musculares lisas, nas quais já foi visto ativação e aumento da atividade de MMP-2 e 
-9, sendo que a inibição dessas enzimas leva à redução da migração e da proliferação dessas 
células [54]. Diante disso, resolvemos analisar também a atividade dessas MMPs no trombo e 
na neoíntima em animais ateroscleróticos exercitados e sedentários. 
OBJETIVO GERAL 
Avaliar os efeitos do exercício físico na trombose e inflamação em camundongos 
ateroscleróticos.  
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Estudar os efeitos do exercício físico antes e após a lesão arterial em artéria carótida na 
formação do trombo e na aterosclerose na raiz da aorta, com relação a: 
a) Extensão da lesão arterial e produção de trombo e neoíntima por 
histoquímica. 
b) Presença de CD34, CD31, ICAM, LY6G e eNOS nos vasos lesionados 
por imunohistoquímica. 
c) Deposição de lipídeos na raiz da aorta por histoquímica e perfil de 
lipídeos (triglicerídeos e colesterol) por colorimetria. 
d) Tempo de coagulação ex vivo- TTPA e TT por espectrometria 
e) Atividade de metaloproteinases (MMPs) por zimografia in situ e em gel. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
Animais 
Foram utilizados camundongos ateroscleróticos LDLr-/- (B6.129S7Ldlrtm1Her/J) 
machos de 6 semanas de idade adquiridos no CEMIB/UNICAMP, pesando aproximadamente 
22g (6 animais por grupo). Os animais foram mantidos em Biotério, sendo 4 por gaiola, a 22°C 
com ciclos claro/escuro de 12 horas e livre acesso à água e comida. Todos os experimentos 
foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal/UNICAMP, protocolo 
número 4144-1. 
Os animais foram divididos nos grupos (Figura 5): 
1) Dieta normal e não exercitado 
2) Dieta hiperlipídica (HFD) e não exercitado 
3) Dieta hiperlipídica (HFD) e exercitado 
4) Dieta hiperlipídica (HFD) + não exercitado + trombose  
5) Dieta hiperlipídica (HFD) + exercitado + trombose  
6) Dieta hiperlipídica (HFD) + não exercitado +trombose + 21 dias 
7) Dieta hiperlipídica (HFD) + não exercitado + trombose + recuperação de 1 dia  
+ exercitado 21 dias 
8) Dieta hiperlipídica (HFD) + exercitado + trombose + 21 dias 
9) Dieta hiperlipídica (HFD) + exercitado + trombose + recuperação de 1 dia + 
exercitado 21 dias 
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Figura 5. Esquema representativo dos grupos estudados. 
Dieta hiperlipídica 
Os animais foram alimentados com dieta hiperlipídica (high fat diet- HFD), 
produzida em nosso laboratório, a partir de 6 semanas de idade (Figura 6) [55].  
 
Figura 6. Dados da dieta hiperlipídica (HFD) produzida em nosso laboratório de acordo com a literatura [55], 
composta por 18% de proteína, 35% de gordura total, 45% de carboidratos e 0,2% de colesterol. 
Essa dieta com colesterol leva à formação de placas de gordura na parede dos vasos 
dos camundongos LDLr-/-, que na ausência dessa alimentação não desenvolvem, ou 
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desenvolvem em pequena quantidade, a aterosclerose [56]. Essa situação mimetiza um dos 
fatores de risco envolvido nessa doença cardiovascular a que grande arte da população está 
exposta nos dias de hoje. A dieta inicial por 4 semanas buscou elevar o colesterol e triglicerídeos 
em 2 a 3 vezes os níveis iniciais levando a uma aterosclerose moderada, como já observado em 
experimentos anteriores em nosso laboratório.  
Protocolo de exercício físico 
Os animais foram submetidos ao exercício 5 dias por semana, 14 dias antes da 
cirurgia de lesão arterial e 1 dia após a lesão por mais 21 dias em alguns grupos, em esteira 
(Figura 7), sem inclinação, a uma velocidade de 12m/min por 30 minutos [57]. O protocolo de 
exercício tem esta duração, porque os camundongos, quando alimentados com a dieta 
hiperlipídica, tornam-se mais debilitados e 21 dias após a lesão é o tempo em que se observa a 
artéria completamente ocluída devido à neoíntima.  
Resultados preliminares em nosso laboratório utilizando camundongos selvagens 
C57Bl/6J submetidos ao exercício físico 3 semanas antes da lesão arterial obtiveram uma 
redução significativa do trombo e, por isso, determinou-se 2 semanas antes da lesão para que, 
em conjunto com as 3 semanas após a lesão, ficasse um período de exercício e de alimentação 
no qual os animais ainda estão saudáveis. 
 
Figura 7. Esteira de exercícios. Localizada no Departamento de Anatomia, Instituto de Biologia, UNICAMP, sob 
responsabilidade da Profa. Maria Júlia Marques. 
A alimentação hiperlipídica, em conjunto com a prática de exercícios físicos é 
realizada a fim de mimetizar a influência dessa atividade em indivíduos propensos ao 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares.  
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Teste de VO2máx 
O teste de VO2máx é feito com o objetivo de determinar a intensidade do exercício 
físico, uma importante ferramenta na prescrição médica dessa atividade, sendo que uma 
alteração nesse valor indica adaptação do organismo ao protocolo utilizado. Esse teste é 
realizado para medir a capacidade máxima de um organismo em captar, transportar e utilizar o 
oxigênio, envolvendo três grandes sistemas: respiratório (captação do O2), cardiovascular 
(transporte de O2) e muscular (utilização do O2, que é maior durante o exercício físico). O teste 
foi adaptado [58] e realizado antes do início do protocolo de exercício físico (no último dia da 
semana se aclimatação), durante e após o término do protocolo, utilizando equipamentos 
disponibilizados pelo Departamento de Fisiologia da UNICAMP, sob orientação do Dr. Claudio 
Zoppi. O VO2máx foi medido utilizando uma esteira metabólica associada a equipamento de 
análise de gás (Oxylet system; Panlab/Harvard Apparatus, Barcelona, Spain) e o teste foi feito 
com uma inclinação de 25°. Inicia-se com um período de 4 minutos para medição do ar 
ambiente, seguido por 1 minuto à 5cm/s, 2 minutos à 10cm/s e a velocidade é aumentada 3cm/s 
a cada 2 minutos, até a exaustão (momento em que o camundongo não é capaz de ficar fora da 
grade de choque). A captação de oxigênio é gravada a cada 1 segundo com auxílio do software 
Metabolism (Panlab/Harvard Apparatus) acoplado ao medidor de gás (Figura 8). 
 
Figura 8. Teste de VO2máx. (A) Esteira metabólica associada a um equipamento de análise de gás, ambos da 
Oxylet system- Panlab. (B) Foto durante o teste em esteira com inclinação de 25°. 
Quantificação nos níveis de triglicerídeos e colesterol total 
Para medir os níveis de colesterol total e triglicerídeos, utilizou-se o soro obtido do 
sangue dos camundongos, coletado da veia cava no dia do sacrifício, com 12 ou 15 semanas de 
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idade dependendo do grupo. Estes foram dosados através do método enzimático em 
Espectrofotômetro. Utilizando-se os kits LaborLab Liquid Stable para colesterol e triglicerídeos 
(LaborLab – SP/Brasil). Os testes foram realizados em camundongos com 15 semanas de idade, 
sendo sedentário alimentado com dieta normal, sedentário alimentado com dieta hiperlipídica 
(HFD) e HFD exercitado 5 semanas, além de sedentário C57Bl/6J HFD. Para os testes utilizou-
se cubetas, sendo uma delas B (branco- sem amostra), outra P (padrão do Kit), e para as 
amostras feitas em duplicata. Em cada cubeta foi adicionado 1 ml do reativo de trabalho 
(reagente A), na cubeta P adicionou-se 10 μl do padrão, nas amostras adicionou-se 10 μl do 
soro, e o branco continha apenas o reagente de trabalho. Incubou-se por 5 min em banho maria 
à 37°C e em seguida foram lidas no Espectrofotômetro a 505nm, sendo o aparelho zerado com 
o branco. Utilizou-se um n=5 animais por grupo. 
Análise da deposição de lipídeos na raiz da aorta 
Com a dieta hiperlipídica, espera-se observar a presença de lipídeos e/ou placas de 
lipídeos na parede ou lúmen da raiz da artéria aorta [16]. Para isso, esta região foi retirada e 
emblocada em OCT para a preparação de cortes congelados transversais (Figura 9), sendo 
cortados ao longo de todo seu comprimento, com 5 cortes de 8µm por lâmina, totalizando de 
8-10 lâminas por bloco, por se tratar de uma região pequena. Para análise da deposição de 
lipídeos, foi utilizada a técnica Oil Red, na qual identificam-se essas moléculas em vermelho. 
As imagens foram adquiridas com a câmera Olympus Optical U-ULH e analisadas em 
computador. A quantidade de lipídeos foi medida utilizando-se o programa ImageJ® 1.42q, 
utilizando-se um n≥3 animais. 
 
Figura 9. Coração de camundongo C57Bl/6J mostrando a região a ser retirada e emblocada para cortes da raiz da 
artéria aorta (acima da linha pontilhada). 
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Lesão arterial  
Camundongos pesando 25g ± 2 com 12 semanas de idade foram anestesiados com 
16 mg/kg de xilazina e 100 mg/kg de ketamina. Posteriormente, foi feita uma incisão na média 
cervical do lado direito, a fim de expor a artéria carótida comum. A artéria carótida comum 
direita foi isolada e após o isolamento, um papel de filtro cortado com 1mm², previamente 
embebido por uma hora em uma solução de FeCl3 na concentração de 15%, seco em estufa a 
37°C e preparado diariamente, foi colocado sobre o segmento da artéria por 2 minutos. Mediu-
se o fluxo sanguíneo após a lesão utilizando uma sonda de ultrassom (Figura 10).  
Os íons férricos possuem a capacidade de difundir-se pela lâmina basal antes de 
penetrar o lúmen arterial por uma via de sinalização endocítica/exocítica [59]. O dano tecidual 
iniciado pela oxidação química mediada pelo ferro predispõe à área lesionada a adesão e 
agregação plaquetária, seguida pela ativação da coagulação e deposição de fibrina [42]. Os 
camundongos foram colocados para recuperação ou sacrificados no mesmo dia, submetidos ou 
não ao exercício pós-lesão trombótica arterial.  
 
Figura 10. Lesão trombótica arterial por FeCl3. É feita uma incisão média cervical (A), a artéria carótida é isolada 
(B) e um papel de filtro embebido por cloreto férrico é colocado em sua superfície para promover a lesão (C). Uma 
sonda metálica é utilizada para medir o fluxo sanguíneo (D). 
Análise da formação de trombo e neoíntima arterial 
Para a análise do trombo arterial, os vasos lesionados foram coletados 1 hora após 
a lesão (tempo zero) e para a análise da neoíntima 21 dias após a lesão. Dados experimentais 
em nosso laboratório demonstraram formação de neoíntima de cerca de 50% 14 dias após a 
lesão em animais selvagens [60]. Os vasos foram retirados e emblocados em OCT, para a 
preparação de cortes congelados. As artérias carótidas foram seccionadas ao longo de todo seu 
comprimento, com 5 cortes de 8µm de espessura a cada 100 de modo a se obter 5 cortes por 
lâmina, totalizando 20 lâminas por vaso. Para análise da formação de trombo e neoíntima 
arterial utilizou-se a técnica de coloração de Hematoxilina-Eosina (HE). As lâminas foram 
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montadas com Cytoseal 60 (Richard Allan Scientific) e examinadas em microscópio Olympus 
BX60, equipado com lentes objetivas de 4x, 10x e 40x. As imagens foram adquiridas com a 
câmera Olympus Optical U-ULH e analisadas em computador. A quantidade do lúmen dos 
vasos lesionados ocupada por trombo/neoíntima foi medida utilizando-se o programa ImageJ® 
1.42q, assim como a extensão da lesão arterial. Esta área foi calculada pela subtração da área 
do lúmen ocupada por trombo/neoíntima da área total do lúmen do vaso delimitada lâmina 
elástica interna. A área média foi calculada pela subtração da área entre a elástica interna e a 
lâmina elástica externa do vaso. As análises foram feitas 1 hora (tempo zero) e 21 dias após a 
lesão arterial. Utilizou-se um n=6 por grupo. 
Tempo de coagulação- TTPA e TT 
 Os testes do tempo de coagulação foram realizados nos grupos lesionados para 
indução da trombose e sacrificados uma hora após a lesão, ou seja, nos grupos de tempo zero. 
O Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) auxilia na avaliação da via 
intrínseca e via comum que envolvem os fatores de coagulação I, II, V, VIII, IX, X, XI e XII. 
O TTPa envolve a medição da quantidade de tempo que leva para um coágulo se formar em 
uma amostra de plasma que recebeu adição de cálcio e de tromboplastina parcial. É medido no 
plasma tratado com citrato de sódio 3,8% e as amostras foram avaliadas em triplicata. O ensaio 
foi realizado da seguinte maneira: 50µL de amostras foram pré-aquecidas à 37°C durante 2 
minutos em um bloco térmico, adicionou-se 50µL de reagente de TTPA clot ao tubo e incubou-
se por 2 minutos à 37°C. Em seguida, foi adicionado 50µL de cloreto de cálcio (CaCl2 pré-
aquecido à 37°C) e então mediu-se o tempo no coagulômetro CLOTimer (Clot, S.P, Brasil). 
O Tempo de Trombina (TT) mede o tempo de coagulação após adição de trombina 
ao plasma. Avalia a última etapa da cascata da coagulação, que é a conversão do fibrinogênio 
em fibrina. Foi dosado em plasma citratado (1 parte de citrato de sódio 3,8%: 9 partes de sangue 
venoso) e a análise foi feita utilizando-se o kit ‘test thrombin reagent’ (Siemens Healthcare 
Diagnostics – Marburg – Alemanha).  
Análise da presença de LY6G, ICAM, CD34, CD31 e eNOS por imunohistoquímica 
Analisamos as carótidas lesionadas dos grupos de tempo zero por 
imunohistoquímica, com os vasos obtidos como descrito anteriormente. As lâminas foram 
descongeladas e fixadas em acetona por 20 minutos dentro da geladeira. Após esse tempo, 
foram lavadas 1 vez com solução de PBS 1x e posteriormente incubadas com PBS/BSA 1% 
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(1g de BSA para 100ml de PBS 1x) por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente. Os cortes 
foram lavados 2 vezes com PBS 1x e circulados com caneta hidrofóbica para que o anticorpo 
fosse depositado somente sobre cada corte. Incubamos com anticorpo primário diluídos em 
PBS/BSA 1% (LY6G- 1:80, ICAM- 1:80, CD34- 1:100, CD31- 1:80 e eNOS- 1:100) por 2 
horas ou overnight a temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas 2 vezes com PBS 1x e 
incubadas com anticorpo secundário específico diluído 1:250 por 40 minutos a temperatura 
ambiente e protegido da luz. Após o tempo, lavamos com 2 vezes com PBS 1 x e contra coramos 
com DAPI 0,5ug/ml diluído em metanol, por 15 minutos e protegido da luz em temperatura 
ambiente. Por fim, os cortes foram lavados 3 vezes com PBS 1 x e 2 vezes com água destilada 
e as lâminas foram montadas com meio de montagem. Estas foram examinadas em microscópio 
de fluorescência (Observer Z.1, Zeiss, Oberkochen, Germany) utilizando Axio Vision 4.8 
Software e foi feita a contagem de células marcadas utilizando o programa ImageJ® 1.42q, com 
n=5 animais e 3 cortes por lâmina analisada.  
Utilizamos a marcação com anticorpos LY6G para a presença de células 
inflamatórias (é um glicosilfosfatidilinositol expresso por células derivadas de células 
mielóides, sendo expresso por monócitos na medula óssea, em granulócitos e neutrófilos), 
ICAM para análise da capacidade de aderência das células inflamatórias, CD34 para células 
progenitoras endoteliais, CD31 para células endoteliais e eNOS para enzima óxido nítrico 
sintase endotelial, sendo um marcador de qualidade da célula. Avaliamos eNOS também nos 
grupos de 21 dias com neoíntima.  
Zimografia in situ 
Os cortes de artéria carótida e da raiz da aorta de 8 μm armazenados no biofreezer 
foram descongelados e incubados 5 minutos em tampão gelatinase 1x (Tris 0,5M, NaCl 1,5M, 
CaCl2 50mM em pH7,6)  e depois em uma solução de 1 mg/ml de DQ-gelatina (Invitrogen- 
Eugene, Oregon, USA) marcada com fluoresceína em tampão para a detecção da atividade de 
gelatinases durante 3 horas em câmara úmida escura, a 37°C. Os cortes foram lavados 3x com 
PBS 1x, as lâminas foram montadas e examinadas em microscópio de fluorescência (Observer 
Z.1, Zeiss, Oberkochen, Germany) utilizando Axio Vision 4.8 Software. A atividade 
proteolítica foi detectada por um aumento da intensidade de fluorescência devido à atividade 
gelatinolítica, e a intensidade de fluorescência nos diferentes cortes foi quantificada no 
programa Image J® 1.42q (densidade integrada), subtraindo-se a intensidade de fluorescência 
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da lâmina Branco, ou seja, somente com tampão gelatinase, obtendo-se o que se chama de 
densidade integrada normalizada. 
Zimogafia em gel 
Para extração da proteína a ser analisada, trabalhamos com um pool de 3-5 artérias 
carótidas para cada grupo. As artérias foram coletadas 1 hora e 21 dias após a lesão trombótica 
arterial, congeladas em nitrogênio líquido e mantidas à -80ºC até a extração proteica. A extração 
foi realizada com utilizando um tampão de extração contendo Tris 50mM, NaCl 0,2M e CaCl2 
10mM, na proporção de 100 uL de tampão para cada 30 mg de tecido e adicionou-se coquetel 
anti-protease (Protease Inhibitor Cocktail – Sigma – Cat. No. P8340) na proporção de 10 uL de 
coquetel para cada 1 mL de tampão. As amostras foram colocadas em gelo por 2 horas para a 
extração das proteínas. Após esse tempo, foram centrifugadas por 20 minutos a 4ºC a 8000rpm; 
o sobrenadante foi coletado e ressuspendeu-se o precipitado em 1/3 do volume do tampão de 
extração. As amostras foram aquecidas por 5 minutos a 60ºC e centrifugadas novamente para 
coleta do sobrenadante. Os extratos de proteína são misturados e quantificados de acordo com 
o método de Bradford (1976). Utilizou-se de 20-40µg de proteína em cada poço para cada grupo 
de animal analisado. O gel de poliacrilamida de 10% contendo 1 % de gelatina foi desenvolvido 
em 4°C e após o final da eletroforese, o gel foi lavado com 2,5% de Triton X-100 e incubado 
durante 21 horas numa solução de Tris-HCL 50mM (pH7,4) NaCl 0.1M e azida sódica 0,03% 
em 37°C. O gel foi corado com Coomassie brilliant blue R-250 (Sigma) por 1 hora. Depois 
disso, o gel foi descorado com uma solução contendo etanol 30% e ácido acético 10% para 
observação das bandas negativas das proteínas, correspondendo à atividade das enzimas. As 
bandas em imagem negativa foram quantificadas através da densitometria usando o software 
ImageJ 1.42q. 
Análise estatística 
Os grupos foram analisados utilizando-se n ≥3 animais. A significância estatística 
foi determinada através do teste t e teste Mann-Whitman U. Valores de p menores ou iguais a 
0,05 foram considerados significativos, sendo que *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. 
RESULTADOS 
Para melhor entendimento, os resultados foram divididos de acordo com a presença 
ou ausência da lesão arterial para indução da trombose, com o intuito de analisar a influência 
dessa lesão nos diferentes parâmetros estudados. 
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1. GRUPOS SEM LESÃO 
1.a) Teste VO2máx 
No teste de VO2máx são dados os valores de VO2, velocidade máxima, distância 
total percorrida ao final do teste e tempo de exaustão e foram comparados os grupos sedentários 
e exercitados (2 ou 5 semanas de exercício).  
A primeira análise refere-se à comparação entre o os diferentes grupos com relação 
à velocidade máxima atingida ao final do teste. Houve um aumento significativo de 17,65% 
(p=0,0108) no grupo exercitado 2 semanas quando se comparou ao de mesma idade (12 
semanas). Ainda, houve uma redução de 22% (p=0,0195) dessa velocidade no grupo sedentário 
de 15 semanas quando comparado ao de 12 semanas, e o exercício físico por 5 semanas também 
foi capaz de aumentar significativamente em 62,26% (p=0,0022) a velocidade máxima quando 
comparado ao grupo de mesma idade (15 semanas). Não se obteve diferença significativa entre 
os grupos exercitados (Figura 11). 
 
Figura 11. Velocidade máxima atingida no teste de VO2máx de camundongos LDLr-/- nos grupos HFD sedentário 
12 e 15 semanas e HFD exercitado 2 e 5 semanas, n=6 em cada grupo (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05, 
**p<0,01). 
Os mesmos resultados foram observados com relação à distância total percorrida 
pelos camundongos no decorrer do teste, com aumento significativo de 51,39% no grupo 
exercitado 2 semanas comparado ao de mesma idade (p=0,0065) e de 178% no grupo exercitado 
5 semanas em relação aos animais de mesma idade (p=0,0022). Houve também uma redução 
de 37,17% (p=0,0108) quando se comparou os grupos sedentários (Figura 12).  
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Figura 12. Distância total percorrida durante o teste de VO2máx pelos camundongos LDLr-/- nos grupos HFD 
sedentário 12 e 15 semanas e HFD exercitado 2 e 5 semanas, n=6 em cada grupo (HFD- dieta hiperlipídica, 
*p<0,05, **p<0,01). 
No que se refere ao tempo de exaustão, ou seja, o tempo total do teste a partir do 
qual o camundongo não conseguia mais prosseguir, observou-se um aumento significativo de 
24,06% (p=0,0043) e 67,75% (p=0,0022), respectivamente, nesse valor nos grupos exercitados 
2 e 5 semanas quando comparado aos grupos de mesma idade. Além disso, uma redução de 
21,84% (p=0,0108) no tempo nos animais sedentários de 15 semanas comparando aos de 12 
semanas (Figura 13). 
 
Figura 13. Tempo de exaustão atingido pelos camundongos LDLr-/-  grupos HFD sedentário 12 e 15 semanas e 
HFD exercitado 2 e 5 semanas, n=6 por grupo (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05, **p<0,01). 
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Com relação aos valores de VO2máx atingido durante o teste, observou-se que o 
exercício físico de 2 semanas não foi capaz de aumentar esse número com relação ao grupo de 
mesma idade (p=0,3874), mas com o protocolo de treinamento de 5 semanas foi observado um 
aumento de 26,96% (p=0,026), indicando que esse protocolo de maior duração pode ter 
proporcionado uma adaptação do corpo ao treinamento físico (um aumento no débito cardíaco). 
Contudo, houve uma redução significativa de 9,4% (p=0,0411) nesse parâmetro no grupo 
sedentário de 15 semanas quando comparado ao de 12 semanas (Figura 14), indicando que o 
prolongamento da dieta piora a condição física dos animais.   
 
Figura 14. VO2máx atingido pelos camundongos LDLr-/-  nos grupos HFD sedentário 12 e 15 semanas e HFD 
exercitado 2 e 5 semanas, n=6 por grupo (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05). 
Alguns trabalhos determinam a intensidade do protocolo de exercício físico através 
dos valores de VO2máx, sendo este considerado como moderado quando atinge-se de 60-75% 
do VO2max e valores superiores a este são considerados de alta intensidade [61, 62]. No caso 
do treinamento utilizado nesse trabalho, observou-se que se trata de um protocolo de alta 
intensidade, visto que na velocidade estabelecida (12m/min ou 20cm/s), os animais atingem 
valores de VO2 superiores a 75% do VO2máx, chegando até a 85%, porém sem diferença 
estatística (Figura 15).  
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Figura 15. VO2 durante o protocolo do teste de VO2máx no grupo exercitado 5 semanas, sendo os pontos 
destacados o VO2máx médio atingido e o VO2 médio atingido na velocidade estabelecida no protocolo de 
treinamento, respectivamente. 
1.b) Peso corporal  
Os animais foram pesados antes do início da dieta hiperlipídica e após o término 
desta e, nos grupos exercitados, foram pesados antes e após o protocolo de treinamento, com o 
propósito de verificar se a atividade física é capaz de reduzir o peso corporal quando comparado 
ao grupo de mesma idade. O exercício por 2 semanas não reduziu o peso corporal de forma 
significativa (p=0,2436), porém essa medida aumentou significativamente em 18,8% nos 
animais de 12 para 15 semanas (p=0,0286). Além disso, a atividade física por 5 semanas reduziu 
significativamente em 31,9% (p=0,0061) o peso dos animais quando comparado ao grupo de 
mesma idade (Figura 16).  
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Figura 16. Peso corporal dos camundongos LDLr-/- nos grupos sedentário e exercitado 2 semanas, ambos com 
12 semanas e grupos sedentário e exercitado 5 semanas, ambos com 15 semanas, n=6 por grupo (HFD- dieta 
hiperlipídica, *p<0,05, **p<0,01). 
1.c) Perfil lipídico – níveis de colesterol e triglicerídeos 
Na análise do perfil de lipídeos dos camundongos LDLr-/-, observou-se um 
aumento significativo nos níveis de colesterol total e triglicerídeos no grupo alimentado com 
dieta hiperlipídica quando se compara o grupo alimentado com dieta normal, sendo esse 
aumento de 159,7% (p=0,0022) e 111,2% (p=0,0022), respectivamente. No grupo exercitado 
por 5 semanas, houve uma redução nesses níveis, porém de forma significativa somente no 
colesterol (19,8%- p=0,026). Por fim, comparamos esses valores com os animais selvagens, 
utilizando-os como referência para evidenciar as características do modelo de estudo da 
aterosclerose. Observamos que os valores de colesterol total e triglicerídeos são 
significativamente menores em relação aos animais LDLr-/- alimentado e não alimentado 
(Figuras 17 e 18), indicando que a dieta hiperlipídica somente não é capaz de aumentar esses 
níveis, existe a influência do fator genético.  
Os valores obtidos do grupo alimentado com dieta normal estão de acordo com a 
literatura [21], entretanto diferem com relação aos animais LDLr-/- HFD, variando de acordo 
com outros estudos e estas variações podem estar relacionadas ao tempo de alimentação ou a 
fonte da dieta fornecida [21, 22], sendo que nossa dieta foi produzida manualmente para a 
realização desse trabalho. Apesar disso, os resultados vistos no perfil de lipídeos mostraram 
que a dieta foi capaz de promover o aumento do colesterol total e triglicerídeos.  
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Figura 17. Níveis de colesterol total ao plasma de camundongos dos grupos C57Bl/6J sedentário com HFD, LDLr-
/- sedentário com dieta normal, com HFD e HFD + exercício 5 semanas, n=6 por grupo (HFD- dieta hiperlipídica, 
*p<0,05, **p<0,01). 
 
Figura 18. Níveis de triglicerídeos no plasma de camundongos dos grupos C57Bl/6J com HFD, LDLr-/- com dieta 
normal, com HFD e HFD + exercício 5 semanas, n=6 por grupo (HFD- dieta hiperlipídica, **p<0,01). 
1.d) Análise da deposição de lipídeos na raiz da aorta 
Analisamos a deposição de lipídeos na raiz da aorta através da coloração Oil Red 
O nos diferentes grupos, com o objetivo de verificar a influência do exercício físico na 
aterosclerose (Figura 19). 
Calculou-se a porcentagem desses lipídeos presentes na túnica média da raiz da 
aorta e observamos um aumento significativo no grupo LDLr-/- sedentário HFD quando 
comparado ao selvagem HFD e ao LDLr-/- com dieta normal, ambos sedentários (10 e 5 vezes, 
respectivamente), indicando a importância da dieta e da genética no desenvolvimento das placas 
ateroscleróticas. Além disso, observou-se uma redução significativa nessa deposição de 
lipídeos de 49,6% (p=0,0159) no grupo exercitado 2 semanas e de 43,2% (p=0,0079) nos 
animais exercitados 5 semanas, mas não houve diferença entre os grupos exercitados 
(p=0,2857) (Figura 20). 
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Figura 19. Cortes histológicos de raiz de aorta corados com Oil Red O (A- C57Bl/6J HFD sedentário: n=3, B- 
LDLr-/- sedentário com dieta normal: n=3, C- LDLr-/- sedentário HFD: n=5, D- LDLr-/- HFD exercitado 2 
semanas: n=5 e E- LDLr-/- HFD e exercitado 5 semanas: n=5). 
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Figura 20. Porcentagem de lipídeos na raiz da aorta nos diferentes grupos, n≥3 por grupo (HFD- dieta 
hiperlipídica, *p<0,05, **p<0,01). 
1.e) Análise histológica da artéria carótida 
Foi realizada a coloração Hematoxilina-Eosina da artéria carótida e analisou-se os 
grupos alimentados com dieta normal, HFD sedentário e HFD exercitado 5 semanas. Calculou-
se somente a área da camada média (diferença entre a área delimitada pela lâmina elástica 
externa e a área delimitada pela lâmina elástica interna) dos vasos sanguíneos, para verificar se 
haveria aumento ou redução dessa camada devido ao exercício físico, porém essa diferença não 
foi observada, sendo p=0,6753 entre os grupos sedentários com dieta normal e HFD, p=0,3874 
entre os grupos sedentário com dieta normal e HFD exercitado 5 semanas e p=0,474 entre os 
grupos HFD sedentário e exercitado 5 semanas (Figuras 21 e 21). 
 
Figura 21. Cortes histológicos de artéria carótida de grupos sem lesão corados com Hematoxilina-Eosina (A- 
sedentário com dieta normal, B- HFD sedentário e C- HFD exercitado 5 semanas), n=6 por grupo, setas vermelhas 
indicam a camada média do vaso. 
C5
7B
l/6
J H
FD
se
de
nt
ár
io
LD
Lr
-/-
 d
iet
a n
or
m
al
se
de
nt
ár
io
LD
Lr
-/-
 H
FD
 se
de
nt
ár
io
 
LD
Lr
-/-
 H
FD
 +
 ex
er
cíc
io
 
2 s
em
an
as
LD
Lr
-/-
 H
FD
 +
 ex
er
cíc
io
5 s
em
an
as
46 
 
 
Figura 22. Área média da artéria carótida comparando grupos sedentário e exercitado 5 semanas, ambos com 15 
semanas, n=6 por grupo.  
1.f) Detecção da presença do marcador ICAM por imunohistoquímica 
A técnica de imunohistoquímica foi realizada em cortes congelados e previamente 
fixados antes do início do protocolo. Foi feita marcação para ICAM comparando os grupos com 
15 semanas de idade, sendo eles: sedentário com dieta normal, HFD sedentário e HFD 
exercitado 5 semanas, com o objetivo de analisar a inflamação nos vasos (Figura 23).  
Nesse caso, observou-se um aumento de 48,6% (p=0,0079) no grupo HFD quando 
comparado aos animais sedentários alimentados com dieta normal e, também, uma redução de 
40,9% (p=0,0159) nessa marcação no grupo HFD exercitado comparando ao com dieta 
hiperlipídica sedentário (Figura 24). 
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Figura 23. Artéria carótida de camundongos LDLr-/-  marcada pela técnica de imunohistoquímica para ICAM. (A-C) Branco, (D-F) Dieta normal sedentário, (G-I) HFD 
sedentátio e (J-L) HFD exercitado 5 semanas. Setas brancas indicam células marcadas.  
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Figura 24. Número de células ICAM+ de camundongos LDLr-/-  comparando os grupos alimentados com dieta 
normal, HFD sedentário e HFD exercitado 5 semanas, n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05, 
**p<0,01). 
1.g) Zimografia in situ 
A zimografia in situ foi realizada com o objetivo de analisar a atividade das 
gelatinases, nesse caso MMP-2 e 9, nos diferentes grupos. Analisamos essa atividade nos 
grupos HFD sedentário e exercitado 5 semanas, para que pudéssemos saber a expressão basal 
dessas enzimas e o efeito do exercício somente, visto que não se tem a respeito em literatura 
(Figura 25).  
 
Figura 25. Zimografia in situ da artéria carótida nos grupos sedentário (B) e exercitado 5 semanas (C), n= 4, 3 
cortes por lâmina (A- Branco). 
Nesse caso, a análise estatística mostrou um aumento de 278% (p=0,0286) na 
atividade das gelatinases devido ao exercício físico (Figura 26). 
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Figura 26. Atividade das gelatinases na artéria carótida dos grupos sem lesão sedentário e exercitado 5 semanas, 
n=4, 3 cortes por lâmina (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05). 
O ensaio de zimografia também foi feito na raiz da aorta, com o propósito de 
analisar o efeito do exercício físico na aterosclerose. Nesse caso, observou-se uma redução 
significativa na atividade das gelatinases no grupo sem lesão exercitado 5 semanas com relação 
ao sedentário, sendo esta redução de 52%, com p=0,0079 (Figuras 27 e 28).  
 
Figura 27. Zimografia in situ na raiz da aorta (A- Branco) nos grupos sedentário (B) e exercitado 5 semanas (C), 
n=5, 3 cortes por lâmina. 
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Figura 28. Atividade das gelatinases na raiz da aorta dos grupos sem lesão sedentário e exercitado 5 semanas, 
n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- dieta hiperlipídica, **p<0,01). 
A partir deste ponto, as análises foram realizadas nos grupos lesionados, ou seja, 
nos animais em que foi feita a lesão com cloreto férrico para indução da trombose, com o 
objetivo de avaliar o efeito do exercício físico em animais com aterosclerose e trombóticos. 
Lembrando que nesse caso, houve uma subdivisão em grupos tempo zero, para análise do 
trombo uma hora após a lesão, e tempo de 21 dias, para o estudo da neoíntima (migração e 
proliferação de células musculares lisas). 
2. GRUPOS LESIONADOS TEMPO ZERO 
2.a) Tempo de trombose 
Imediatamente após a lesão trombótica, foi utilizada uma sonda de ultrassom para 
medir o fluxo sanguíneo na artéria carótida e estes animais foram sacrificados uma hora após a 
lesão, tempo no qual o trombo já está formado e estável. No grupo sedentário, o tempo médio 
de oclusão da artéria foi de 4,93 minutos, enquanto que nos animais exercitados 2 semanas esse 
tempo foi de 10,25 minutos, observando-se um aumento significativo de 107,9% (p=0,0025) 
nesse valor (Figura 29). 
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Figura 29. Tempo para oclusão da artéria carótida de camundongos LDLr-/- lesionados sedentários e exercitados 
2 semanas, n=7 por grupo (HFD- dieta hiperlipídica, **p<0,01). 
2.b) Tempo de coagulação ex vivo- TTPa e TT 
Quanto ao tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa), que analisa a via 
intrínseca da cascata de coagulação, não foi observada alteração significativa (p=0,8983) nesse 
valor entre os grupos lesionados tempo zero sedentário e exercitado antes da lesão trombótica 
(Figura 30). 
 
Figura 30. Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) entre grupos lesionados tempo zero sedentário e 
exercitado 2 semanas, n=6. 
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Já com relação ao tempo de Trombina (TT), o qual analisa a última etapa da cascata 
de cascata de coagulação, que consiste na conversão de fibrinogênio em fibrina, observamos 
uma redução de 65,56% (p=0,0022) no tempo nos animais exercitados antes da lesão trombótica 
quando comparado ao grupo sedentário (Figura 31).  
 
Figura 31. Tempo de trombina (TT) entre grupos lesionados tempo zero sedentário e exercitado 2 semanas, n=6 
(HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05, **p<0,01). 
2.c) Análise da formação de trombo arterial 
Foram analisados os grupos lesionados tempo zero, ou seja, sacrificados uma hora 
após a lesão arterial, sedentários ou exercitados 2 semanas antes da mesma, para análise do 
trombo arterial. Na histologia, observa-se redução no tamanho da área do trombo no grupo 
exercitado (Figura 32).  
 
Figura 32. Cortes histológicos de artéria carótida corados com Hematoxilina-Eosina (A- Lesão + tempo zero e B- 
Exercício + lesão + tempo zero), n=6 por grupo, setas vermelhas indicam a camada média do vaso. 
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Na análise estatística entre esses grupos, houve uma redução significativa de 28,1% 
(p=0,0022) na área de trombo nos animais exercitados (Figura 33). A área média também foi 
medida nesse caso e não se observou diferença significativa (p=0,4394) entre esses dois grupos 
(Figura 34). 
 
Figura 33. Porcentagem de trombo na artéria carótida dos grupos lesionados sedentário tempo zero e exercitado 
2 semanas tempo zero, n=6 por grupo (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05, **p<0,01). 
 
Figura 34. Área média da artéria carótida comparando grupos lesionados sedentário tempo zero e exercitado 2 
semanas tempo zero, n=6 por grupo (HFD- dieta hiperlipídica). 
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2.d) Detecção da presença dos marcadores LY6G, CD34, CD31 e eNOS por 
imunohistoquímica 
Foram selecionados os cortes com maior área de trombo para essas análises. Na 
marcação para LY6G (Figura 35), para detectar a presença ou não de células inflamatórias, 
como neutrófilos e macrófagos, e a influência do exercício físico, observados uma redução de 
37,1% (p=0,0317) no número de células positivas para LY6G no grupo exercitado tempo zero 
quando comparado ao grupo sedentário (Figura 36). 
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Figura 35. Artéria carótida de camundongos LDLr-/-  marcada pela técnica de imunohistoquímica para LY6G. (A-C) Branco, (D-F) Sedentário + lesão + tempo zero e (G-I) 
Exercício + lesão + tempo zero. Setas brancas indicam células marcadas.  
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Gráfico 36. Número de células LY6G+ de camundongos LDLr-/- comparando os grupos lesionados sedentário 
tempo zero e exercitado 2 semanas tempo zero, n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05). 
 Na marcação para células progenitoras endoteliais, utilizamos o CD34 (Figura 37), 
observando um aumento de 111,4% (p=0,0079) no grupo exercitado com lesão no tempo zero 
quando comparado ao grupo sedentário no mesmo tempo (Figura 38).   
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Figura 37. Artéria carótida de camundongos LDLr-/-  marcada pela técnica de imunohistoquímica para CD34. (A-C) Branco, (D-F) Sedentário + lesão + tempo zero e (G-I) 
Exercício + lesão + tempo zero. Setas brancas indicam células marcadas. 
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Figura 38. Número de células CD34+ de camundongos LDLr-/-  comparando os grupos lesionados sedentário 
tempo zero e exercitado 2 semanas tempo zero, n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05). 
A molécula CD31 também foi marcada com o objetivo de identificar células 
endoteliais, comparando os grupos lesionados (sedentário e exercitado) tempo zero com o HFD 
sem lesão, a fim de verificar se o exercício físico é capaz de recuperar as células do endotélio 
com lesão (Figura 39). Nesse caso, observou-se uma redução de 67,74% (p=0,0079) nos grupos 
lesionados sedentário e de 45,16% (p=0,0079) nos animais exercitados quando comparado ao 
sem lesão, enquanto que houve um aumento significativo de 70% (p=0,0079) no grupo 
exercitado comparando ao sedentário lesionado, indicando que foi possível uma recuperação 
do endotélio com o exercício físico (Figura 40). 
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Figura 39.  Artéria carótida de camundongos LDLr-/-  marcada pela técnica de imunohistoquímica para CD31. (A-C) Branco, (D-F) HFD sedentário sem lesão, (G-I) Sedentário 
+ lesão + tempo zero e (J-L) Exercício + lesão + tempo zero. Setas brancas indicam células marcadas. 
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Figura 40. Número de células CD31+ de camundongos LDLr-/- comparando os grupos HFD sedentário sem lesão, 
lesionado sedentário tempo zero e lesionado exercitado 2 semanas tempo zero, n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- 
dieta hiperlipídica, **p<0,01). 
Por fim, foi feita a marcação para a enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), 
verificando a quantidade basal de células marcadas no grupo HFD sem lesão trombótica e 
também nos grupos lesionados. Observamos uma redução significativa de 65% (p=0,0079) na 
marcação nos animais lesionados sedentários e de 43,8% (p=0,0079) nos animais lesionados 
exercitados, em relação ao grupo não lesionado. Além disso, um aumento significativo de 
64,1% (p=0,0079) no número de células marcadas positivamente devido ao exercício físico, 
indicando uma recuperação da presença dessa enzima. (Figuras 41 e 42). Observamos também 
células marcadas na camada adventícia ao redor da artéria carótida, porém estas não foram 
contadas devido às diferenças nas áreas dessa camada. 
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Figura 41.  Artéria carótida de camundongos LDLr-/-  marcada pela técnica de imunohistoquímica para eNOS. (A-C) Branco, (D-F) HFD sedentário sem lesão, (G-I) Sedentário 
+ lesão tempo zero e (J-L) Exercício + lesão + tempo zero. Setas brancas indicam células marcadas na artéria carótida e setas vermelhas indicam células marcadas na camada 
adventícia. 
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Figura 42. Número de células eNOS+ de camundongos LDLr-/- comparando os grupos HFD sedentário sem lesão, 
lesionado sedentário tempo zero e lesionado exercitado 2 semanas tempo zero, n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- 
dieta hiperlipídica, *p<0,05). 
2.e) Zimografia in situ 
 A análise dos dados mostrou um aumento de 228,2% (p=0,0079) na atividade das 
gelatinases nos animais exercitados quando comparado ao grupo lesionado sedentário (Figuras 
43 e 44). 
 
Figura 43. Zimografia in situ da artéria carótida nos grupos lesionados sedentário tempo zero (B) e exercitado 2 
semanas tempo zero (C), n=5, 3 cortes por lâmina (A- Branco). 
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Figura 44. Atividade das gelatinases na artéria carótida dos grupos lesionados sedentário tempo zero e exercitado 
2 semanas tempo zero, n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05). 
2.f) Zimografia em gel 
A análise das atividades das enzimas MMP-2 e MMP-9 em gel de acrilamida foi 
realizada com um pool de carótidas (n=3-5) para cada grupo, analisando separadamente os 
grupos tempo zero com trombo e os grupos com neoíntima, sendo assim um ensaio qualitativo 
por meio da densitometria das bandas. Com essa técnica, é possível identificar as seguintes 
gelatinases: MMP-2 latente ou pro-MMP-2 (72kDa), MMP-2 ativa (66kDa), MMP-9 latente ou 
pro-MMP-9 (92kDa) e MMP-9 ativa (83kDa), além de outras metaloproteinases como a MMP-
8 (bandas mais claras entre a 2 e a 9) [63, 64]. 
No caso dos grupos de tempo zero, o valor medido para a intensidade da banda de 
G4 foi de 15534,84 e para G5 de 22343,07, sendo este 1,44 vezes maior no que se refere à 
MMP-2. Quanto à MMP-9, o valor obtido para G4 foi de 36322,9 e para G5 foi de 25194,65, 
sendo este 1,44 vezes menor (Figuras 45 e 46). 
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Figura 45. Zimografia em gel para MMP-2 e MMP-9 de artéria carótida dos grupos tempo zero (G4- Lesionado 
sedentário tempo zero e G5- Lesionado exercitado 2 semanas tempo zero), n=1 (pool de 3-5 carótidas). 
 
Figura 46. Análise da zimografia em gel por densitometria de bandas no programa ImageJ, em pixels, para MMP-
2 e MMP-9 nos grupos tempo zero. 
3. GRUPOS LESIONADOS TEMPO DE 21 DIAS 
3.a) Análise da formação de neoíntima arterial 
A neoíntima é resultado da proliferação de células musculares lisas provenientes da 
camada média do vaso e da circulação, devido a uma restenose provocada pela lesão arterial. 
Resultados obtidos previamente em nosso laboratório mostraram que 21 dias após a lesão, o 
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vaso sanguíneo é ocluído completamente devido à neoíntima [42, 60]. Diante disso, analisamos 
também as artérias carótidas 21 dias após a cirurgia para indução da trombose para observar o 
efeito do exercício físico na proliferação dessas células musculares lisas (Figura 47). 
 
Figura 47. Cortes histológicos de artéria carótida corados com Hematoxilina-Eosina (A- Sedentário com lesão + 
21 dias, B- Lesão + exercício 21 dias, C- Exercício + lesão + 21 dias e D- Exercício + lesão + exercício 21 dias), 
n=6 por grupo, setas vermelhas indicam a camada média do vaso. 
Na análise estatística entre esses grupos, observamos uma redução significativa de 
9,2% (p=0,0411) da área de neoíntima no grupo exercitado apenas após a lesão arterial e de 
24,6% (p=0,0152) nos animais com exercício antes e após a lesão, quando comparado ao grupo 
sedentário de 21 dias após a injúria (Figura 48).  Além disso, o grupo com exercício antes e 
após a lesão também diferiu significativamente dos grupos exercitados somente antes da lesão 
(p=0,0087) e do exercitado somente após a lesão (p=0,026). O grupo exercitado somente antes 
da lesão não diferiu significativamente dos animais sedentários (p=0,3874). Não foi observada 
diferença significativa na área média entre os diferentes grupos (Figura 49). 
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Figura 48. Porcentagem de neoíntima na artéria carótida nos grupos de 21 dias com 15 semanas de idade, 
sedentários ou exercitados antes, após e antes e após a lesão, n=6 por grupo (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05, 
**p<0,01). 
 
Figura 49. Área média da artéria carótida nos grupos de 21 dias com 15 semanas de idade, sedentários ou 
exercitados antes, após e antes e após a lesão, n=6 por grupo (HFD- dieta hiperlipídica). 
3.b) Detecção da presença do marcador eNOS por imunohistoquímica 
Já nos grupos de 21 dias, com neoíntima, observamos uma redução significativa no 
número de células marcadas nos grupos sedentário (67,12%), exercitado 21 dias após a lesão 
(42,46%) e exercitado 2 semanas antes da lesão (57,54%) quando comparado ao grupo HFD 
sem lesão (p=0,0079). Ao compararmos os grupos lesionados exercitados com os animais 
sedentários, verificamos um aumento significativo na marcação para eNOS em todos eles, seja 
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antes, após ou antes e após a lesão arterial, sendo que nos animais exercitados antes e após, esse 
aumento levou à uma recuperação da atividade da enzima de tal forma que não diferiu 
significativamente (p=0,0952) do grupo sem lesão (Figuras 50 e 51). 
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Figura 50.  Artéria carótida de camundongos LDLr-/-  marcada pela técnica de imunohistoquímica para eNOS. 
(A-C) Branco, (D-F) HFD sedentário sem lesão, (G-I) Sedentário com lesão + 21 dias, (J-L) Lesão + Exercício 21 
dias, (M-O) Exercício + lesão + 21 dias e (P-R) Exercício + lesão + exercício 21 dias. Setas brancas indicam 
células marcadas na artéria carótida e setas vermelhas indicam células marcadas na camada adventícia. 
 
Figura 51. Número de células eNOS+ de camundongos LDLr-/- comparando os grupos HFD sedentário sem lesão 
e grupos de 21 dias, n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- dieta hiperlipídica, **p<0,01). 
3.c) Zimografia in situ 
No caso dos grupos de 21 dias com neoíntima, observou-se um aumento 
significativo na atividade das gelatinases no grupo com exercício pós lesão trombótica (94,9%- 
p=0,0159) e com exercício antes e após a lesão (101,5%- p=0,0079) com relação aos animais 
sedentários. Além disso, houve um aumento também significativo dessa atividade nesses 
mesmos grupos com relação ao grupo exercitado somente antes da lesão arterial, sendo este 
aumento de 56,8% (p=0,0159) no grupo com exercício após a injúria e de 62,2% (p=0,0079) 
no exercitado antes e após. (Figuras 52 e 53). 
Não se observou diferença significativa entre o grupo de 21 dias sedentário e com 
exercício somente antes da lesão (p=0,8016), assim como entre o grupo com exercício após a 
lesão e exercitado antes e após esta (p=0,4127). Ainda, nota-se que a atividade das gelatinases 
é maior quanto menor a área de neoíntima, ocorrendo predominantemente nas lâminas elásticas 
da artéria carótida.  
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Figura 52. Zimografia in situ da artéria carótida nos grupos de 21 dias (A- Branco, B- Sedentário + lesão + 21 dias, C- Lesão + exercício 21 dias, D- Exercício + lesão + 21 
dias e E- Exercício + lesão + exercício 21 dias), n=5, 3 cortes por lâmina. 
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Figura 53. Atividade das gelatinases na artéria carótida dos grupos de 21 dias, n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- 
dieta hiperlipídica, *p<0,05, **p<0,01). 
Reunindo os dados obtidos com os grupos HFD sem lesão, lesionados tempo zero 
e 21 dias, todos sedentários, observou-se que a atividade das MMPs aumenta significativamente 
somente no grupo com neoíntima, tanto com relação ao grupo sem lesão trombótica (151,2%- 
p=0,0159), quanto ao grupo tempo zero (106,6%- p=0,0317) (Figura 54), o que já era esperado 
devido ao que já se tem em literatura [65, 66]. 
 
Figura 54. Atividade das gelatinases na artéria carótida nos grupos sem lesão sedentário e lesionados tempo zero 
e 21 dias, n=5, 3 cortes por lâmina (HFD- dieta hiperlipídica, *p<0,05).  
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3.d) Zimografia em gel 
Quanto aos grupos de 21 dias, ou seja, com neoíntima, os valores obtidos para a 
intensidade de bandas para MMP-2 foram semelhantes entre si, variando apenas de 36825,48 
para 47251,49. Já para MMP9, observamos um aumento de 1,72 e 1,86 vezes nos grupos 
exercitados somente após a lesão e exercitados antes e após a lesão, respectivamente (Figuras 
55 e 56). 
 
Figura 55. Zimografia em gel para MMP-2 e MMP-9 de artéria carótida dos grupos de 21 dias (G6- Sedentário + 
lesão + 21 dias, G7- Lesão + exercício 21 dias, G8- Exercício + lesão + 21 dias e G9- Exercício + lesão + exercício 
21 dias), n=1 (pool de 3-5 carótidas). 
 
Figura 56. Análise da zimografia em gel por densitometria de bandas no programa ImageJ, em pixels, para MMP-
2 e MMP-9 nos grupos de 21 dias. 
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Combinando os resultados dos grupos lesionados tempo zero e de 21 dias, pudemos 
observar que, no geral, houve um aumento de MMP-2 e uma redução da MMP-9, corroborando 
com o que já existe em literatura a respeito devido a função de cada uma dessas enzimas no 
remodelamento vascular e formação de neoíntima (Figura 57). 
 
Figura 57. Análise combinada da zimografia em gel dos grupos lesionados tempo zero e 21 dias, por densitometria 
de bandas no programa ImageJ para MMP-2 e MMP-9. 
DISCUSSÃO 
A prática de exercício físico de forma regular é extremamente recomendada, 
sendo que sua intensidade varia de acordo com idade e estilo de vida, possuindo diversos 
efeitos benéficos à saúde, como perda de peso, melhora da pressão arterial, além de efeitos 
cardioprotetores na prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares. Essas doenças, 
segundo a OMS, são a principal causa de morte no mundo e acometem uma grande parcela da 
população, estando relacionada a diversos fatores de risco, como tabagismo, diabetes mellitus, 
sedentarismo, má alimentação, entre outros. 
Este trabalho buscou verificar a importância do exercício físico na trombose e 
inflamação em camundongos ateroscleróticos alimentados com dieta hiperlipídica, 
mimetizando indivíduos com mal hábitos alimentares com maior propensão ao 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Foram avaliadas diversas moléculas e fatores 
que poderiam ser influenciados nesse processo, a fim de tentar identificar os mecanismos 
envolvidos nos efeitos benéficos dessa atividade, já descritos em literatura. Para tanto, foi 
utilizado um protocolo de exercício antes da lesão arterial para indução da trombose, como 
prevenção da mesma, e/ou após a lesão, como tratamento dessa doença. 
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Tratando-se de exercício físico, é importante identificar a intensidade do protocolo 
utilizado, a fim de comparação com outros estudos e, para isso, foi realizado o teste do VO2máx 
em que, além dos valores de VO2, são obtidos a velocidade máxima, distância total percorrida 
durante o procedimento e tempo de exaustão, sendo possível a partir disso analisar a capacidade 
física dos animais. Quanto aos 3 últimos parâmetros, o protocolo utilizado de 2 e 5 semanas foi 
capaz de aumentá-los significativamente  quando comparou-se com os respectivos grupos de 
mesma idade, indicando que houve uma melhora na capacidade física dos camundongos, o que 
já foi visto em outros trabalhos [67], mesmo com a ingestão de uma dieta hiperlipídica, que é 
prejudicial à saúde. Porém, ocorreu uma redução significativa nesses valores no grupo HFD 
sedentário de 15 semanas quando comparado ao de 12 semanas, o que pode estar relacionado 
ao peso corporal dos animais devido à dieta [68], entre outros fatores. 
Com relação aos valores de VO2máx no teste, o protocolo de exercício físico de 2 
semanas não alterou significativamente esses números, porém com o de 5 semanas observou-
se um aumento no VO2máx, o que indicaria uma adaptação à atividade realizada, além de uma 
melhora na capacidade aeróbica dos camundongos. Vale ressaltar que fatores como 
envelhecimento, qualidade de vida [69] e peso corporal dos animais [68] podem influenciar 
nesses valores. 
Alterações nos valores de VO2máx (capacidade aeróbica) dependem de inúmeros 
fatores, como intensidade do exercício, frequência das sessões e a duração de cada uma delas. 
Estudos já mostraram que a intensidade do exercício que tem obtido melhores resultados 
equivale a 90-100% de VO2máx, sendo que com valores a partir de 50% já se observam 
benefícios, no entanto, valores maiores que 100% são menos efetivos por causarem fadiga e 
reduzirem o volume de treinamento. Ainda, treinos com duração superiores à 35 minutos tem 
um efeito maior no VO2máx do que por tempo menor [70]. 
Já se sabe também que exercício físico de intensidade moderada tem inúmeros 
benefícios cardioprotetores, porém exercícios intensos/vigorosos (se realizados de forma 
cautelosa e sob orientação) tem gerado mais vantagens, principalmente por melhorar a 
capacidade física e reduzir os riscos de doenças cardíacas [71].  
Nesse trabalho, os nossos resultados mostraram que utilizamos um protocolo de 
exercício físico de alta intensidade, ou seja, na velocidade estabelecida (12m/min) os 
camundongos atingiram valores de VO2 superiores a 75% do VO2máx, chegando até a 85%, 
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sendo que considera-se como intensidade moderada de 60-75% do VO2máx e valores superiores 
como intensidade elevada [61, 62]. 
Porém, de acordo com o Colégio Americano da Medicina do Esporte (ACSM), o 
melhor método para determinar o tipo e a intensidade do exercício físico são as porcentagens 
de VO2R (diferença entre VO2máx e VO2 de repouso) e HRR (frequência cardíaca máxima), 
sendo que esses valores se equivalem quando comparados, enquanto que o valor de VO2máx 
não se equivale a esses. A %VO2R ou %HRR é utilizada para determinar o exercício físico 
como leve, moderado, intenso, de resistência, entre outros e, através disso, analisar se esse 
exercício é capaz de aumentar o valor de VO2máx, o que indicaria uma adaptação do organismo 
[72].  
Sabendo-se disso, fomos verificar se esse protocolo estaria atuando de forma 
benéfica nos camundongos. Já se sabe que o exercício físico auxilia na manutenção e/ou 
redução do peso corporal, o que é observado no nosso dia-a-dia, seja pela academia, corrida, 
natação e em modelos animais também [73, 74]. Então, analisamos esse parâmetro e 
observamos que o protocolo de exercício físico de duas semanas não foi suficiente para diminuir 
significativamente o peso corporal dos animais ateroscleróticos, mas esse valor reduziu 
significativamente com o exercício de 5 semanas quando comparado ao grupo de mesma idade. 
Como esperado, obteve-se um aumento significativo nos animais sedentários de 15 semanas, 
quando comparado aos de 12 semanas, devido ao maior tempo de alimentação. A partir disso, 
pode-se dizer que a prática de exercício físico é capaz de manter ou reduzir o peso corporal dos 
animais, dependendo da sua duração e da intensidade, enquanto que quando sedentários esse 
valor aumenta. 
Quando se trata do perfil de lipídeos (colesterol total e triglicerídeos) desses 
animais, observamos um aumento significativo nos valores de ambos nos animais alimentados 
com dieta hiperlipídica quando comparado ao grupo alimentado com dieta normal. No total, os 
animais foram alimentados com a dieta por 9 semanas (da 6ª à 15ª semana). Esse aumento 
ocorre porque esses camundongos não conseguem metabolizar moléculas de lipoproteínas de 
baixa densidade e, quando expostos a uma dieta rica em lipídios, tem os níveis de triglicerídeos 
e colesterol aumentados, mas com uma dieta normal estes animais não apresentam alterações 
nestes níveis. Esse fato já é descrito em literatura, sendo que o outro modelo animal de 
aterosclerose (ApoE-/-) desenvolve a doença espontaneamente e tem níveis elevados de 
lipídeos mesmo alimentado com dieta normal [17]. 
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Os valores obtidos nesse trabalho para o colesterol total dos animais LDLr-/- 
alimentados com dieta normal equivalem ao que foi visto em outros artigos, ou seja, na faixa 
de 274,45 ± 10,96 mg/dL [21] em literatura para uma média de 249,6 mg/dL nesse estudo. No 
entanto, para o grupo de animais LDLr-/- HFD, houve uma divergência quanto a outros 
trabalhos, sendo que observamos uma média de valores de 648,2 mg/dL e em literatura de 
1503,12 até 1846,11 ± 116 mg/dL [21, 22]. Quanto aos valores de triglicérides, a média de 
valores do grupo HFD foi 160,4 mg/dL, semelhante ao que foi encontrado em outro estudo, na 
faixa de 141,25 ± 18,21 mg/dL. Vale enfatizar que o colesterol presente na dieta é de extrema 
importância para que haja um aumento no perfil de lipídeos e a presença de placas 
ateroscleróticas na raiz da artéria aorta, visto que a aterosclerose se desenvolve de forma mais 
lente na ausência desse componente na dieta [56]. 
Observamos também uma redução significativa nos níveis de colesterol no grupo 
HFD exercitado 5 semanas, enquanto que de triglicerídeos essa redução não foi significativa. 
Em literatura, alguns trabalhos mostram que, tanto com camundongos LDLr-/-, quanto ApoE-
/-, apesar de uma redução da área das placas ateroscleróticas, existem contradições quanto aos 
níveis de lipídeos nos animais exercitados, principalmente devido ao protocolo utilizado em 
cada um deles. Isso nos leva a crer que esses dois fatores (exercício e perfil de lipídeos) devem 
ser independentes e ainda busca-se entender o mecanismo envolvido nesse processo [22, 25, 
75, 76].  
Em um trabalho realizado com camundongos LDLr-/-, submetidos a exercício 
físico em esteira por 6 ou 12 semanas a 15min/min durante 30 minutos e 5 vezes por semana, 
ou por 8 dias consecutivos na mesma velocidade e tempo, observou-se uma redução de 15% do 
colesterol total dos animais e 40% das lesões ateroscleróticas na artéria aorta. A ausência da via 
do receptor do LDL nesses animais leva a crer que outros processos possam estar envolvidos e 
sugere-se que haja um aumento na atividade da mieloperoxidase plasmática. Já foi demonstrado 
in vitro que essa enzima atua oxidando moléculas de LDL e, durante o exercício físico, ocorre 
uma indução ao estresse oxidativo que poderia promover a oxidação dessas moléculas 
circulantes e consequente remoção/liberação delas pelo fígado [21].  
Para fim de comparação, também foi medido o colesterol total e triglicerídeos de 
animais selvagens C57Bl/6J alimentados com dieta hiperlipídica para analisar se nesses 
camundongos haveria um aumento nesses níveis devido a dieta, já que em literatura existe uma 
divergência quanto a esse fato. Alguns estudos mostram que esses camundongos podem ser 
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utilizados também como modelos para aterosclerose, já que tem esse perfil de lipídeos alterado 
quando comparado aos animais alimentados com dieta normal [77]. Porém, outros relatam que 
não há diferença significativa nesses valores com dieta hiperlipídica ou normal, apesar da 
presença de lesões ateroscleróticas na artéria aorta [78]. Os resultados obtidos corroboram com 
estes últimos, em que os níveis de colesterol total e triglicerídeos foram significativamente 
menores em relação aos camundongos LDLr-/- HFD e, por isso, foi utilizado somente como 
referência para evidenciar as características do modelo de estudo da aterosclerose. 
Ainda com relação à aterosclerose, sabe-se que essa doença se caracteriza pela 
deposição de lipídeos nos vasos sanguíneos, podendo formar placas de gordura dependendo do 
estágio da doença. A fim de analisar essas placas e o efeito do exercício físico sobre elas, foi 
feita uma análise histológica da raiz da artéria aorta dos camundongos LDLr-/- e também dos 
C57Bl/6J, sendo que houve um aumento significativo na área dessas lesões no grupo LDLr-/- 
HFD quando comparado ao C57Bl/6J HFD e também ao LDLr-/- alimentado com dieta normal, 
indicando a importância da dieta e do fator genético no desenvolvimento da aterosclerose. Além 
disso, observou-se uma redução significativa nessa deposição de lipídeos nos animais HFD 
exercitados 2 semanas e 5 semanas, mas não houve diferença entre estes grupos exercitados. 
Esses resultados podem ser justificados a partir de trabalhos já publicados 
mostrando que em camundongos jovens (6-8 semanas), as placas ateroscleróticas são mais 
observadas no sinus aórtico (acima da valva aórtica) e a distribuição e tamanho dessas lesões 
aumenta com o decorrer da idade dos animais, sendo que em animais idosos (acima de 18 
semanas) é possível visualizar placas no decorrer de toda artéria aorta, assim como na artéria 
carótida e ilíaca [16, 17]. 
Com relação ao exercício físico na redução da aterosclerose, outros estudos também 
mostram que essa atividade é capaz de diminuir significativamente o tamanho dessas lesões, 
sendo que nesses casos os animais foram alimentados por um período mais prolongado (16 
semanas a 3 meses) e foram realizados em camundongos ApoE-/-, que tendem a desenvolver a 
doença em estágios mais avançados [30, 53]. Em outro trabalho não foi verificada uma redução 
das placas ateroscleróticas em camundongos ApoE-/- alimentados por 4 meses e meio [79], 
indicando que o tipo e a duração da atividade física também podem influenciar nesse processo, 
assim como o estágio de desenvolvimento das lesões [26]. 
No intuito de entender melhor essa doença, pesquisadores estão em busca dos 
mecanismos envolvidos na estabilização ou na redução das placas ateroscleróticas devido ao 
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exercício físico. Em um trabalho realizado com camundongos LDLr-/-, utilizou-se atividade 
aeróbica por 4 semanas e verificou-se que existe um efeito protetor ao prevenir uma disfunção 
endotelial através de uma maior disponibilidade de óxido nítrico (NO) e aumento da expressão 
da enzima óxido nítrico sintase na aorta dos animais [80]. 
A participação do óxido nítrico através da expressão de eNOS também foi vista em 
outro estudo, no qual os camundongos ApoE-/- foram submetidos à natação 5 vezes por semana 
por 8 semanas e em um grupo foram suplementados com L-NAME, um inibidor da enzima 
óxido nítrico sintase. O efeito benéfico dessa atividade em diminuir a extensão das placas 
ateroscleróticas não foi observado nos animais com L-NAME, indicando o envolvimento do 
NO nesse processo [81]. Outro trabalho obteve que o exercício físico aeróbico aumentou a 
expressão da proteína adiponectina, que é um hormônio produzido no tecido adiposo, e 
consequente redução da proteína NF-κβ na artéria aorta, indicando outro possível mecanismo 
que pode estar atuando nesse processo [82]. 
Já foi observado também o envolvimento dos receptores peroxissomais ativados 
por proliferação, PPAR-γ, sendo que os camundongos ApoE-/- foram submetidos a 3 meses de 
natação intensa 5 vezes por semana e observou-se um aumento na expressão vascular desse 
receptor nos grupos exercitados, assim como a presença dele nas placas ateroscleróticas. A 
expressão do PPAR-γ foi vista como inversamente proporcional ao tamanho da lesão e, quando 
esses animais foram suplementados com BADGE, um antagonista dessa molécula, o efeito 
benéfico do exercício não foi observando, indicando um potencial papel desse receptor no efeito 
protetor da atividade física [30, 83]. 
Em estágios avançados a aterosclerose pode levar a outras doenças cardiovasculares 
e isso ocorre devido à ruptura das placas presentes nos vasos sanguíneos, principalmente em 
decorrência da redução de células musculares lisas e apoptose das células espumosas, o que 
leva a liberação e ativação das metaloproteinases, degradando a capa fibrosa ao redor dessas 
placas, que se tornam vulneráveis à ruptura. Quando isso ocorre, o vaso sanguíneo se torna mais 
susceptível à formação de trombo, visto que ocorre a exposição do fator tecidual e ativação da 
trombina da cascata de coagulação, com posterior recrutamento de plaquetas no trombo em 
crescimento [84].  
Em modelos animais, a ruptura de placas ateroscleróticas já foi observada em 
camundongos ApoE-/-, que foram alimentados por 46±3 semanas, levando a um estágio 
avançado da aterosclerose seguido de formação de trombo na artéria braquioencefálica [11]. 
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Diante disso, animais com aterosclerose são mais propensos a desenvolver trombose, o que nos 
levou a utilizar esse modelo animal nesse trabalho, visto que já se estuda em nosso laboratório 
a formação de trombo em camundongos selvagens C57Bl/6 e o efeito do exercício físico nesse 
caso. 
Em literatura, existem poucos estudos que relacionam a trombose com o exercício 
físico, seja na prevenção, ou no tratamento dessa doença. Já existem diversos modelos de estudo 
da trombose e escolhemos a lesão química, na qual utilizamos papel filtro embebido em solução 
de cloreto férrico 15%, colocado sobre a artéria carótida por 2 minutos. Após esse tempo, 
utilizamos uma sonda de ultrassom para medir o fluxo sanguíneo do vaso, a fim de analisar o 
tempo de obstrução, ou seja, o tempo que o trombo leva para ser formado. Esse método é de 
fácil reprodução, já estabelecido em literatura [43], testado e realizado com frequência em nosso 
laboratório [85]. Vimos que o exercício físico realizado antes da injúria foi capaz de aumentar 
significativamente esse tempo com relação aos animais sedentários, ou seja, retardou a 
formação do trombo arterial. Em camundongos selvagens, o aumento nesse tempo também é 
significativo e de 83% (obtidos em nosso laboratório). 
Nos diferentes grupos desse trabalho, fizemos a análise histológica da artéria 
carótida, verificando-se o tamanho do trombo, neoíntima e área da túnica média desse vaso, 
comparando-se os animais exercitados e sedentários. A espessura da túnica médica não alterou 
de forma significativa em nenhum dos grupos analisados.  
Nos grupos tempo zero, ou seja, sacrificados uma hora após a lesão arterial, o 
exercício preventivo de 2 semanas reduziu de forma significativa a formação do trombo em 
relação ao grupo sedentário, indicando que a atividade física realizada de forma regular é capaz 
de retardar e reduzir a formação do trombo, de forma que pode ser considerado mais um aspecto 
positivo do exercício, já que não existe dado em literatura sobre o assunto em modelo animal.  
Com relação ao exercício físico e a formação de neoíntima, observamos uma 
redução significativa da área desta no grupo exercitado apenas após a lesão arterial e nos 
animais com exercício antes e após a lesão, quando comparado ao grupo sedentário. Nota-se 
que os efeitos benéficos das 2 semanas de atividade física antes da lesão no tempo zero não se 
mantiveram 21 dias após a lesão, em que a área de neoíntima não difere significativamente do 
grupo sem exercício, mostrando que o exercício físico deve ser praticado de forma regular e 
por períodos maiores (sempre sob orientação médica), a fim de que o organismo obtenha 
resultados positivos a longo prazo, assim como recomenda a OMS.  
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Outros estudos com exercícios físicos já obtiveram resultados positivos no que se 
refere à neoíntima. Em um deles, os camundongos ApoE-/- foram submetidos ao protocolo de 
treinamento antes e após a lesão arterial, também por cloreto férrico, a uma velocidade de 
15m/min, 5 dias por semana, 60 minutos por dia com 2 minutos de intervalo a cada 15 minutos, 
sendo 3 semanas antes da lesão e 3 semanas após. Eles obtiveram uma redução significativa na 
área de neoíntima nos animais exercitados, assim como uma redução na relação túnica 
íntima/média (túnica média também não diferiu entre grupos) [86], o que se assemelha ao 
obtido em nosso trabalho. 
Além deste, Laufs et al. também analisaram a influência do exercício físico na 
neoíntima e participação das células progenitoras endoteliais (CPEs). Eles utilizaram 
camundongos C57Bl/6J, que foram submetidos a exercício em esteira por 3 semanas a 
12m/min, 5 dias por semana e sacrificados 14 dias após a lesão na artéria carótida. Foi 
observada uma redução na formação de neoíntima, aumento de CPEs e participação do óxido 
nítrico nesse processo. Nesse caso, essas células estariam envolvidas no reparo vascular e 
reendotelização após a injúria endotelial, sendo recrutadas devido a uma maior 
biodisponibilidade de NO em decorrência da atividade física [2]. 
Diante disso, analisamos a ocorrência dessas células progenitoras no vaso lesionado 
de animais sedentários e exercitados tempo zero através da técnica de imunohistoquímica 
utilizando o marcador CD34, que é um dos marcadores para identificar CPEs [87, 88], e 
observamos que o protocolo de exercício desse trabalho levou a um aumento significativo na 
quantidade dessas células. Análises por citometria de fluxo realizadas em nosso laboratório com 
camundongos selvagens C57Bl/6J também indicam um aumento no número de CPEs 
circulantes nos animais exercitados. Esses resultados corroboram com o que foi discutido 
anteriormente, em que essas células estariam contribuindo com o reparo vascular e 
reendotelização, sendo incorporadas aos locais de angiogênese ativa e contribuindo para a 
formação de vasos sanguíneos [2]. 
Ainda, é importante ressaltar que a marcação para CPEs não foi realizada nos 
grupos com neoíntima devido à existência de diversos trabalhos que já mostraram a importância 
dessas células no processo inicial de reendotelização, onde estas células são recrutadas para 
auxiliar no remodelamento endotelial, evitando a formação da camada de células musculares 
lisas [2, 89, 90]. Também já foi visto que a atividade física leva a um aumento no número de 
células progenitoras endoteliais circulantes, sendo que esse efeito ocorre rapidamente e é 
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mantido por pelo menos 4 semanas, indicando a importância dessas células na saúde 
cardiovascular [2]. 
Além disso, utilizamos da técnica de imunohistoquímica para identificar outros 
possíveis tipos celulares e moléculas presentes no trombo, neoíntima e nas lâminas elásticas da 
artéria carótida, como ICAM para molécula de adesão, LY6G para células inflamatórias 
(neutrófilos/macrófagos) e CD31 para células endoteliais. No caso do ICAM, encontrou-se uma 
maior expressão no endotélio da artéria dos camundongos alimentados com dieta hiperlipídica 
com relação aos alimentados com dieta normal, já que se trata de uma molécula relacionada ao 
processo inflamatório, participando da adesão de linfócitos, monócitos e neutrófilos ao 
endotélio vascular durante o desenvolvimento da aterosclerose [10]. A expressão de ICAM foi 
reduzida no grupo de animais HFD exercitados 5 semanas, o que também era esperado, já que 
se sabe do papel anti-inflamatório dessa atividade [91]. 
Na marcação para LY6G, o exercício físico de duas semanas antes da lesão foi 
capaz de reduzir a presença dessas células em relação ao grupo sedentário, sendo que a 
ocorrência delas no lúmen e no endotélio do vaso sanguíneo indica um processo inflamatório 
devido à aterosclerose e à lesão endotelial e a redução em sua quantidade indica o papel anti-
inflamatório do exercício físico, já descrito em literatura [91].  
Na marcação para células endoteliais observamos uma redução no número dessas 
células nos grupos lesionados tempo zero, tanto sedentário, quanto exercitado, comparado aos 
animais HFD sem lesão, o que era esperado visto que já é descrito que a trombose reduz a 
expressão de CD31 devido ao dano provocado no endotélio [92]. Quanto ao efeito do exercício 
físico, houve um aumento nas células marcadas no grupo exercitado com lesão quando 
comparado ao lesionado sedentário, indicando que essa atividade auxilia na recuperação do 
endotélio lesionado. Um aumento na expressão de CD31 devido à atividade física já foi descrito 
em outro trabalho, porém em casos de isquemia e função neuronal [93]. 
Devido à importância do óxido nítrico (NO) no tônus vascular e na função 
plaquetária [94], analisamos também por imunohistoquímica uma das enzimas responsáveis por 
sua produção e biodisponibilidade, a óxido nítrico sintase endotelial (eNOS). Observamos que, 
quando comparado ao grupo HFD sedentário sem lesão, há uma redução significativa na 
marcação para essa enzima nos animais lesionados tempo zero, seja sedentário ou exercitado, 
porém o exercício físico é capaz de recuperar parte da atividade dessa enzima. Com relação aos 
grupos com neoíntima, de 21 dias, verificamos que somente nos grupos exercitados após, e 
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antes e após a lesão existe um aumento significativo na presença de eNOS comparando aos 
animais sedentários, sendo que nos animais com exercício antes e após esse aumento recupera 
a atividade da enzima de tal forma que não difere significativamente do grupo não lesionado. 
Resultados semelhantes já foram observados em outros artigos com relação à 
neoíntima. Em um deles, a injúria à artéria carótida em ratos Wistar foi realizada através do 
balão de angioplastia e a natação como exercício físico, sendo que observaram um aumento na 
expressão e na atividade de eNOS na parede arterial dos animais exercitados, além de inibir a 
hiperplasia da neoíntima, acelerando um processo de reendotelização [95], o que também foi 
observado em nosso trabalho. 
Em outro estudo, com camundongos separados isoladamente em gaiolas para 
corrida voluntária em esteira, verificou-se um aumento na mRNA da enzima eNOS nos animais 
exercitados [2]. Essa mesma resposta foi observada com outro tipo de exercício físico, o agudo, 
feito uma única vez até a exaustão do animal, sendo que foi visto uma ativação de eNOS através 
da fosforilação no resíduo de Serina 1177, além da ativação da enzima AMPK via fosforilação 
do resíduo de Treonina 172, estando essas moléculas intimamente relacionadas. Vale lembrar 
que a AMPK é uma enzima sensível ao estresse e pode ser ativada devido ao “shear stress” 
(uma das consequências do exercício físico por causa do aumento do fluxo sanguíneo), estresse 
oxidativo e agentes farmacológicos [96]. 
Foi demonstrado em um trabalho com camundongos knockout para eNOS que o 
NO está diretamente relacionado a efeitos anti-trombóticos nas plaquetas, assim como eNOS é 
responsável por modificar a componentes vasculares em resposta a estímulos trombóticos [94]. 
Sendo assim, deve-se pensar na possibilidade do uso dessa enzima como alvo terapêutico em 
doenças das funções plaquetárias e vasculares.  
Outras moléculas importantes analisadas foram as metaloproteinases (MMPs), que, 
como já foi escrito anteriormente, atuam na degradação de componentes da matriz extracelular 
em vasos sanguíneos saudáveis e injuriados, podendo atuar, no caso desse estudo, na 
instabilidade de placas ateroscleróticas, assim como para o remodelamento vascular na 
resolução do trombo e formação de neoíntima [97, 98]. Além disso, estudos já mostraram que 
o exercício físico é capaz de aumentar a quantidade dessas enzimas em fibras do músculo 
esquelético em ratos [99] e em humanos [100], levando-nos a analisar através do ensaio de 
zimografia in situ se as MMPs (gelatinases) tem maior atividade nos grupos exercitados. Sua 
atividade também foi medida na raiz da aorta, já que essas enzimas tem importante papel na 
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instabilidade das placas ateroscleróticas [9] e estudos já mostraram que macrófagos derivados 
de células espumosas produzem grande quantidade de MMPs [51]. 
Devido à ausência de estudos em literatura sobre a atividade das MMPs em artérias 
e sua relação com o exercício físico, analisamos inicialmente os grupos sem lesão sedentário e 
exercitado 5 semanas. Verificamos que existe uma expressão basal dessas enzimas nos animais 
HFD sem lesão e sedentários, como já é descrito [65], porém o protocolo de exercício utilizado 
foi capaz de aumentar significativamente em 278% a atividade das gelatinases. Não foi 
realizada zimografia em gel dos grupos não lesionados. 
Uma justificativa para esse aumento é que uma das respostas metabólicas da 
atividade física é a vasodilatação devido ao aumento da circulação sanguínea, o que gera um 
aumento no estresse mecânico devido ao fluxo sanguíneo, ocasionando uma maior expressão 
de eNOS, o que também foi verificado nesse trabalho. Com isso, ocorre um aumento de óxido 
nítrico e de VEGF, que levam a ativação e aumento da expressão de MMP-2 e MMP-9 e todas 
essas moléculas levam a mobilização de CPEs para a circulação, contribuindo para o reparo 
vascular e reendotelização [3, 101, 102]. Além disso, as MMPs são capazes de gerar peptídeos 
vasoativos de diversos substratos, como endotelina-1 e possuem propriedades vasodilatadoras 
nas células musculares vasculares através da inibição dos mecanismos de entrada de Ca2+, o 
que está diretamente relacionado ao exercício físico [103]. 
Ainda com relação às MMPs, analisamos também os grupos tempo zero com 
trombo, onde observamos um aumento significativo na atividade das gelatinases nos animais 
exercitados 2 semanas antes da lesão arterial, quando comparado ao mesmo grupo sedentário. 
Isso pode ser explicado devido à atividade dessas MMPs na degradação de matriz extracelular 
e de seus componentes [49], o que poderia auxiliar na resolução do trombo, e também devido 
às propriedades vasodilatadoras dessas enzimas e do exercício, como já explicado. Porém não 
foram encontrados artigos que relacionem de forma direta a prática de atividade física na 
trombose e aumento ou redução das MMPs. 
Os grupos com neoíntima foram analisados da mesma forma, nos quais se observou 
um aumento significativo na atividade das MMPs nos grupos exercitados somente após a lesão 
arterial e exercitados antes e após esta, quando comparado ao grupo sedentário lesionado e aos 
animais submetidos ao exercício somente antes da lesão. Esses resultados podem indicar, 
principalmente no que diz respeito ao grupo exercitado 2 semanas antes da lesão e sacrificados 
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21 dias após esta, que os efeitos benéficos da atividade física por esse período, observados nos 
animais de tempo zero, não se mantém por estas 3 semanas após a injúria.  
Em literatura, pouco se tem a respeito da relação entre neoíntima, exercício físico e 
atividade de metaloproteinases. Alguns estudos mostram que artérias saudáveis, ou seja, não 
lesionadas, expressam constitutivamente metaloproteinases [65], mas essa expressão é 
aumentada em vasos lesionados, principalmente na formação de neoíntima, já que células 
musculares lisas caracterizam-se pela expressão dessas enzimas [65, 66], o que também foi 
observado no nosso trabalho.  
Além disso, estudos realizados em ratos utilizando lesão mecânica e administração 
intravenosa de adenovírus contendo TIMP-1, que é um inibidor de MMPs, observando-se uma 
redução de 40% na formação de neoíntima 16 dias após a lesão [104], indicando que a proteólise 
mediada por essas enzimas promove o remodelamento vascular e migração de células 
musculares lisas após injúria arterial [105].  
Observamos também que a atividade das metaloproteinases na artéria carótida 
ocorreu predominantemente nas lâminas elásticas, o que pode ser explicado devido à 
participação dessas enzimas no remodelamento vascular e expansão arterial quando ocorre um 
aumento no fluxo sanguíneo [106]. Esse aumento, que pode ser ocasionado por diversos fatores, 
entre eles o exercício físico, leva a um estresse mecânico na parede da artéria, ocasionando a 
ativação da enzima eNOS e produção de óxido nítrico (NO) [3]. Este NO está diretamente 
relacionado com a ativação de pro-MMPs, levando a um aumento na atividade dessas moléculas 
nas lâminas elásticas presentes na parede arterial, que irão atuar no remodelamento deste vaso, 
assim como no aumento de sua área para suportar esse fluxo sanguíneo [3, 107]. No caso desse 
trabalho, a lesão arterial por si só já provoca um aumento significativo na atividade das 
gelatinases. 
As MMPs também atuam no desenvolvimento e instabilidade de placas 
ateroscleróticas [9] e, por isso, analisamos sua atividade na raiz da aorta e o efeito do exercício 
físico. Nesse caso, observamos que a atividade física por 5 semanas foi capaz de reduzir a 
atividade dessas gelatinases quando comparado ao grupo sedentário, o que poderia estar 
relacionado com uma maior estabilidade das placas devido ao exercício, sendo que este mesmo 
resultado já foi visto em outros estudos. 
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Em um trabalho em que se utilizou camundongos ApoE-/- alimentados com dieta 
hiperlipídica e exercício físico em esteira por 6 semanas, 5 dias/semana e 60 minutos/dia com 
2 minutos de intervalo, foi observado que nos grupos de animais exercitados houve uma 
redução significativa na marcação para MMP-3 e MMP-8 no arco aórtico, o que permitiu maior 
estabilização das placas ateroscleróticas [108]. Ainda, em outro estudo, também com 
camundongos ApoE-/-, dieta hiperlipídica e exercício em esteira, obteve-se uma atenuação na 
imunoreatividade para MMP-9 em artéria aorta [54]. 
Para confirmar os resultados da zimografia in situ, realizamos também o ensaio da 
zimografia em gel, no qual podemos identificar diferentes tipos de metaloproteinases através 
do seu peso molecular [109]. Analisamos duas diferentes gelatinases, a MMP-2 e MMP-9. A 
MMP-2, ou gelatinase-A [110], possui sua forma latente, cujo peso molecular é de 72kDa e sua 
forma ativa, com 66kDa [64]. Ela está diretamente relacionada com agregação de plaquetas 
quando há um estresse devido a um aumento no fluxo sanguíneo [111] e, também, com a 
formação de trombo in vivo. Estudos feitos com animais MMP2-/- mostraram que eles possuem 
uma proteção contra o desenvolvimento da trombose devido a funções anormais das plaquetas 
na ausência de MMP-2 [112]. 
Além disso, outros trabalhos realizados in vivo também observaram a importância 
da MMP-2 na migração de células musculares lisas e proliferação da camada média para a  
íntima após lesão arterial [65]. Em outro estudo com animais knockout para MMP-2, houve 
uma redução na camada íntima da artéria carótida após lesão quando comparado ao animal 
selvagem, enquanto que houve um aumento na razão túnica íntima/média nos animais 
knockout, confirmando a participação dessa enzima na hiperplasia da camada íntima e na 
migração dessas células musculares [113]. Nesse estudo, observamos um aumento na atividade 
da MMP-2 no grupo exercitado tempo zero, enquanto que nos grupos com 21 dias, os valores 
da densitometria de bandas não diferiram de forma discrepante.  
Os resultados obtidos nos grupos de tempo zero podem ser justificados que, com o 
exercício físico, existe um estresse maior devido ao aumento no fluxo sanguíneo na artéria e, 
com isso, existe uma maior atividade de MMP-2 no grupo exercitado, corroborando com o que 
se tem em literatura no que se refere à agregação de plaquetas [111]. Por outro lado, o aumento 
dessa enzima não é mantido 21 dias após a lesão, indicando que o exercício físico permitiu que 
houvesse uma menor migração das células musculares lisas e proliferação delas para a camada 
íntima [65, 113]. 
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Já a MMP-9, ou gelatinase-B [110], também possui sua forma latente, com peso 
molecular de 92kDa e sua forma ativa, com 83kDa. Trabalhos já realizados in vivo mostraram 
que essa metaloproteinase está mais relacionada com a migração e proliferação de células 
musculares lisas para a camada média do vaso sanguíneo [65, 114], que caracteriza a neoíntima, 
além de um efeito benéfico na resolução do trombo por reduzir o enrijecimento da parede do 
vaso para o remodelamento vascular e modular o conteúdo de colágeno e macrófagos [66, 115]. 
Ainda, permitindo uma recuperação do endotélio lesionado através da compactação de 
colágeno em gel, montagem de colágeno fibrilar e acumulação deste, contribuindo no 
remodelamento do vaso [116]. 
Cho, A e M.A. utilizaram camundongos knockout para a MMP-9 e lesão mecânica 
com cateter inserido 3 vezes na artéria carótida e foi visto que nesses animais, 4 semanas após 
a lesão, não havia migração e proliferação de células da neoíntima, enquanto que nos animais 
selvagens o lúmen da artéria era reduzido devido à neoíntima. Isso indica a importância das 
MMPs, nesse caso a 9, na migração e proliferação dessas células para a formação da neoíntima 
[66]. 
Nesse trabalho, observamos uma redução na atividade da MMP-9 no grupo 
lesionado e exercitado tempo zero, em contrapartida com um aumento nos grupos de 21 dias 
exercitados somente após e antes e após a injúria. A redução nessa enzima nos animais de tempo 
zero pode estar relacionada com a ação dessa enzima em facilitar a migração de células 
musculares lisas para a camada média [114], sendo que o exercício tende a reduzir ou inibir 
esse processo [2, 86]. 
Com relação aos grupos com neoíntima, observamos maiores variações na atividade 
da MMP-9, sendo que o exercício físico realizado após a lesão e antes e após a lesão aumentou 
a atividade dessa enzima, o que poderia estar relacionado ao remodelamento vascular devido a 
uma perda do enrijecimento da parede do vaso sanguíneo por causa da organização das 
moléculas de colágeno da matriz extracelular, uma das funções da MMP-9 [115, 116]. Nesse 
caso, a MMP-9 não estaria atuando em aumentar a migração e proliferação de células 
musculares lisas [66], já que vimos uma redução no desenvolvimento de neoíntima nesses 
grupos. 
Em literatura, pouco se sabe a respeito da relação entre o exercício físico, trombose, 
neoíntima e metaloproteinases, sendo que o que se tem mostra que depende diretamente da 
duração e intensidade da atividade física, podendo aumentar ou diminuir de acordo com cada 
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caso. Exercícios de resistência de longa duração (5-12 semanas) aumentam MMP-2 e -9, 
enquanto que quando agudo há uma redução essas enzimas. Ao contrário disso, no exercício 
aeróbico, sabe-se que quando de longa duração (mais que 12 semanas), reduz a expressão de 
MMP-2 e -9, mas quando agudo aumenta essa atividade [52].  
Ainda, vale enfatizar que, quando comparamos os grupos de tempo zero e de 21 
dias, observamos um aumento na atividade de MMP-2 nos grupos com neoíntima, enquanto 
que a MMP-9 está mais presente no tempo zero. Em um trabalho utilizando ratos e lesão arterial 
com uso de cateter na artéria carótida, foi observada a presença da MMP-9 somente até o 6º dia 
após a lesão, sendo que após 2 semanas essa atividade não foi detectada, indicando que essa 
enzima precede o aparecimento de células musculares lisas na camada íntima por viabilizar a 
migração destas para a camada média [114]. Resultado semelhante foi visto em outro estudo in 
vivo, no qual também observaram um aumento na atividade da MMP-2 até 14 dias após a injúria 
[66, 117]. 
Outro trabalho utilizando camundongos e lesão por interrupção do fluxo sanguíneo 
da artéria carótida mostrou que a MMP-9 é expressa no vaso em níveis elevados até o 7º dia, 
reduzindo após esse tempo até o 28º dia, ao passo que a MMP-2 tem sua expressão aumentada 
apenas após o 7º dia. Essas diferenças estariam relacionadas com a função de cada uma dessas 
metaloproteinases [117], sendo que se sabe que a MMP-2 exerce um papel na agregação 
plaquetária e migração de células musculares lisas [111, 116] e a MMP-9 na resolução do 
trombo através do remodelamento vascular e perda do enrijecimento do vaso por organizar as 
moléculas de colágeno, além de migração e proliferação de células musculares [115, 116]. 
Investigamos também o plasma coletado dos camundongos, verificando parâmetros 
da cascata de coagulação (TTPA e TT). No caso do tempo de tromboplastina parcial ativada, o 
TTPA, não observamos diferença significativa entre os grupos lesionados tempo zero 
sedentário e exercitado antes da lesão, sendo que os valores obtidos em ambos os grupos estão 
dentro do normal para esse teste, que é de 30 a 45 segundos, segundo instruções do fabricante. 
Já no TT observamos que o exercício físico reduziu significativamente esse tempo quando 
comparado aos animais sedentários.  
Sabe-se que a trombina é uma das moléculas-chave na cascata de coagulação, sendo 
que pode estar relacionada com um vaso-relaxamento do endotélio e biodisponibilidade de 
óxido nítrico, assim como com um aumento na inflamação vascular, redução da função 
endotelial, proliferação de células musculares lisas e consequente aterotrombose. Em estudos 
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já realizados que analisaram tempo de trombina em modelos animais de aterosclerose, 
observou-se um aumento nesse valor quando comparado ao que se esperava de valores normais, 
tanto em LDLr-/- [118], quanto em ApoE-/- [119], o que se assemelha ao que observamos. 
Estudos já realizados mostram que o exercício físico é pró-coagulante, sendo 
demonstrado através dos tempos de coagulação, principalmente o tempo de tromboplastina 
parcial ativada (TTPA), que tem seu valor reduzido após diferentes protocolos de atividade 
física, diminuindo de 7 a 38%. Com relação a outros parâmetros de coagulação, existem 
divergências no meio científico, no que se refere ao tempo de trombina (TT) e tempo de 
protrombina (TP), sendo que alguns estudos mostram que esses tempos não se alteram, ou são 
reduzidos [120, 121]. 
No nosso trabalho, observamos diferença somente nos valores de TT, em que o 
exercício físico foi capaz de reduzir esse tempo, indicando uma maior atividade da via final da 
cascata de coagulação, ou seja, hipercoagulatividade. Esse fator tem sido explicado devido ao 
aumento de diversos fatores de coagulação durante o exercício, principalmente do fibrinogênio 
e alterações nesse fator dependem da intensidade da atividade física, porém os mecanismos para 
tal aumento ainda estão pouco esclarecidos. Até o momento sabe-se que o estímulo desse fator 
pode ser mediado por receptores β-adrenérgicos e é um mecanismo NO-dependente [122]. 
Além disso, diversos fatores podem influenciar nesses parâmetros de coagulação, 
como os diferentes protocolos de exercício físico utilizados em cada estudo, idade, sexo e 
condições iniciais de cada indivíduo (como diabetes e hipertensão). Porém, de modo geral, a 
atividade física regular e de forma moderada tem seus benefícios por afetar alguns fatores 
relacionados às diferentes vias da coagulação sanguínea [123]. 
Em um estudo recente utilizando exercício físico extenuante e camundongos 
fêmeas ApoE/LDLr-/- mostrou-se que houve uma superativação de plaquetas nesses animais 
knockout comparados aos selvagens, mas essa ativação foi atenuada, e não aumentada. De 
acordo com o artigo, esse fenômeno pode estar relacionado com um mecanismo compensatório 
anti-plaquetário de regulação positiva dependente de prostaciclina (PGl2) [124].  
RESUMO DOS RESULTADOS 
1- O protocolo de exercício físico utilizado nesse projeto foi caracterizado como de alta 
intensidade através do teste de VO2máx e levou a um aumento na capacidade física dos 
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camundongos LDLr-/- por aumentar a velocidade máxima atingida ao final do teste, o tempo 
de exaustão e a distância percorrida. 
2- O protocolo de exercício físico de duas semanas antes da lesão arterial foi capaz de 
retardar a formação do trombo ao aumentar o tempo de oclusão, além de reduzir 
significativamente a formação deste. A área de neoíntima foi significativamente menor nos 
grupos exercitados 3 semanas após a injúria e exercitados 2 semanas antes + 3 semanas após a 
lesão. 
3- O exercício físico reduziu de forma significativa o processo inflamatório na artéria 
carótida por diminuir a marcação para ICAM e LY6G, além de levar a um possível 
recrutamento de células progenitoras endoteliais para o vaso lesionado (CD34), permitindo uma 
recuperação das células endoteliais (CD31) da parede arterial. Ainda, aumentou 
significativamente a presença da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), tanto nos 
vasos com trombo, quanto com neoíntima. 
4- A dieta hiperlipídica levou ao desenvolvimento da aterosclerose por aumentar 
significativamente a deposição de lipídeos na raiz da aorta, os níveis de colesterol total e 
triglicerídeos. Por outro lado, a atividade física reduziu de forma significativamente a presença 
desses lipídeos nessa região e diminuiu também o nível de colesterol total no plasma dos 
camundongos. 
5- O exercício físico de duas semanas reduziu significativamente somente o tempo de 
trombina (TT) e não alterou o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa). 
6- O exercício levou a um aumento significativo na atividade das metaloproteinases na 
artéria carótida no grupo sem lesão arterial e no grupo lesionado tempo zero. Além disso, a 
atividade dessas enzimas foi significativamente maior nos grupos de 21 dias exercitados 
somente após e antes e após a injúria no vaso. Mais especificamente, nos grupos tempo zero, o 
exercício aumentou MMP-2 e reduziu MMP-9, enquanto que com 21 dias, houve um aumento 
de MMP-9 e a MMP-2 diferiu pouco entre os grupos. 
CONCLUSÃO 
Assim, concluímos que o exercício físico regular de alta intensidade, desde que sob 
prescrição médica e orientação de profissionais especializados, pode promover efeitos 
benéficos tanto na prevenção e tratamento da trombose, quanto da aterosclerose, retardando a 
formação do trombo arterial e reduzindo o desenvolvimento de neoíntima, além de diminuir os 
níveis de colesterol total e a deposição de lipídeos. Esses efeitos estão diretamente relacionados 
com o remodelamento vascular e reendotelização, envolvendo as células progenitoras 
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endoteliais e a atividade de metaloproteinases. Nas figuras 58 e 59 resumimos gráfica e 
esquematicamente os resultados obtidos demonstrando os efeitos benéficos dos exercícios 
físicos realizados no protocolo experimental deste trabalho. 
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Figura 58.  Esquema dos resultados. À direita, em condições normais, a lesão arterial leva à exposição do fator tecidual na camada endotelial e consequente ativação da cascata 
de coagulação, formação do trombo com plaquetas ativadas e processo inflamatório (ICAM e LY6G), posteriormente migração de células musculares lisas da camada média 
para formação de neoíntima.  Com exercício físico, ocorre migração de células progenitoras endoteliais (CPEs-CD34) para o local da lesão, onde atuam para recuperação do 
endotélio lesionado (CD31) através da atividade das metaloproteinases (MMPs) e óxido nítrico sintase endotelial (eNOS).
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Figura 59. Conclusão do projeto. O exercício físico de alta intensidade possui efeitos positivos tanto na 
aterosclerose, quanto na trombose, através de diversos mecanismos moleculares e celulares, podendo ser 
utilizado na prevenção e no tratamento de doenças cardiovasculares. 
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